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  rábano	  (del	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  serum	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   de	   adhesión	   intercelular	   (del	   inglés	   “intercellular	   adhesion	  
molecule”)	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   Intradérmica	  
IFN	   Interferón	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   Índice	  de	  estimulación	  
Ig	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   Interleuquina	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  de	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  “liquid	  chromatography”)	  
LTQ	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  con	  trampa	  lineal	  (del	  inglés	  “linear	  trap	  quadrupole”)	  
m/z	   Cociente	  de	  masa/carga	  
MALDI-­‐TOF	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  mediante	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  asistida	  por	  matriz	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  assisted	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MDM	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  de	  determinantes	  menores	  
MS	   Espectrometría	  de	  masas	  (del	  inglés	  “mass	  spectrometry”)	  
MIP	   Proteína	   inflamatoria	   de	   macrófagos	   (del	   inglés	   “macrophage	   inflammatory	  
protein”)	  
NCBI	   Centro	   Nacional	   para	   la	   Información	   Biotecnológica	   (del	   inglés	   “National	  
Center	  for	  Biotechnology	  Information”)	  
NK	   Natural	  killer	  
OMS	   Organización	  Mundial	  de	  la	  Salud	  
PAGE	   Electroforesis	   en	   gel	   de	   poliacrilamida	   (del	   inglés	   “polyacrilamide	   gel	  
electrophoresis”)	  
p-­‐i	   Interacción	  farmacológica	  (del	  inglés	  “pharmacologic	  interaction”)	  
PAMAM	   Poliaminoamida	  
PBS	   Tampón	  fosfato	  salino	  (del	  inglés	  “phosphate	  buffered	  saline”)	  
PC	   Prueba	  cutánea	  
PDB	   Banco	  de	  datos	  de	  proteínas	  (del	  inglés	  “protein	  data	  bank”)	  
PE	   Ficoeritrina	  (del	  inglés	  “phycoerythrin”)	  
PI3-­‐K	   Fosfatidilinositol	  3-­‐quinasa	  (del	  inglés	  “phosphatidylinositol	  3-­‐kinase)	  
PLL	   Poli-­‐L-­‐lisina	  
PM	   Peso	  molecular	  
PPL	   Peniciloil-­‐polilisina	  
ppm	   Partes	  por	  millón	  
PVDF	   Difluoruro	  de	  polivinilideno	  (del	  inglés	  “polyvinylidene	  difluoride”)	   	  
RAST	   Prueba	  radioalergoabsorbente	  (del	  inglés	  “radioallergosorbent	  test”)	  
RcT	   Receptor	  de	  células	  T	  
RDC	   Regiones	  determinantes	  de	  complementariedad	  
RE	   Retículo	  endoplásmico	  
RIA	   Radioinmunoensayo	  (del	  inglés	  “radioimmunoassay”)	  
RMN	   Resonancia	  magnética	  nuclear	  
rpm	   Revoluciones	  por	  minuto	  
SDS	   Dodecilsulfato	  sódico	  (del	  inglés	  “sodium	  dodecyl	  sulfate”)	  	  
SI	   Sistema	  inmunológico	  
Abreviaturas	  
	  
RAF	   Reacciones	  adversas	  a	  fármacos	  
RAFBI	   Reacciones	  adversas	  a	  fármacos	  con	  base	  inmunológica	  
TAB	   Test	  de	  activación	  de	  basófilos	  
TBS	   Tampón	  tris	  salino	  (del	  inglés	  “tris-­‐buffered	  saline”)	  
TCA	   Ácido	  tricloroacético	  (del	  inglés	  “trichloroacetic	  acid”)	  
TEMED	   N,N,N´,N´-­‐tetrametiletilendiamina	  
TFA	   Ácido	  trifluoroacético	  (del	  inglés	  “trifluoroacetic	  acid”)	  
TFE	   Trifluoroetanol	  
Th	   Células	  T	  colaboradoras	  (del	  inglés	  “helper	  T	  cells”)	  
TNF	   Factor	  de	  necrosis	  tumoral	  (del	  inglés	  “tumor	  necrosis	  factor”)	  
UI	   Unidad	  internacional	  
UV	   Ultravioleta	  
WTM	   Wortmanina	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1. Reacciones	  adversas	  a	  fármacos	  
1.1. Definición	  
Según	   la	  Organización	  Mundial	  de	   la	  Salud	   (OMS),	   las	   reacciones	  adversas	  a	  
fármacos	   (RAF)	   se	   definen	   como	   “todas	   aquellas	   respuestas	   nocivas	   y	   no	  
intencionadas,	   o	   cualquier	   otro	   efecto	   perjudicial	   no	   deseado	   que	   ocurre	   tras	   la	  
administración	   de	   una	   dosis	   habitualmente	   utilizada	   del	   fármaco	   en	   la	   especie	  
humana	  para	   la	  profilaxis,	  diagnóstico	  y	   tratamiento	  de	  una	  enfermedad	  o	  para	   la	  
modificación	  de	  una	  función	  biológica”	  (World	  Health	  Organization,	  1972).	  	  
La	  definición	  de	  la	  OMS	  resulta	  incompleta	  e	  imprecisa	  para	  algunos	  autores	  
que	   proponen	   nuevas	   definiciones	   en	   las	   que	   se	   incluyen	   otros	   aspectos	   como	   la	  
predicción	  del	  riesgo	  de	  una	  futura	  administración	  del	   fármaco	  o	  sucesos	  adversos	  
producidos	   por	   errores	   en	   la	   administración	   o	   el	   incumplimiento	   del	   tratamiento	  
(Edwards	   y	   Aronson,	   2000;	   Ross,	   2001).	   El	   hecho	   de	   que	   no	   exista	   una	   única	  
definición	  de	  las	  RAF	  representa	  la	  primera	  dificultad	  para	  el	  estudio	  y	  el	  manejo	  de	  
este	  tipo	  de	  reacciones.	  
1.2. Epidemiología	  y	  prevalencia	  	  
Las	  RAF	  se	  consideran	  un	  importante	  problema	  de	  salud	  pública	  porque	  son	  
una	  causa	   importante	  de	  morbilidad	  y	  mortalidad	  a	  nivel	  mundial	   (Riedl	  y	  Casillas,	  
2003).	  Es	  difícil	  precisar	  los	  valores	  exactos	  de	  prevalencia	  de	  las	  RAF	  y	  se	  asume	  que	  
están	   subestimados,	   fundamentalmente	   porque	   muchas	   de	   las	   reacciones,	   sobre	  
todo	  si	  no	  son	  muy	  graves,	  no	  se	  recogen	  en	  informes	  médicos	  o	  no	  trascienden.	  Los	  
datos	  de	  los	  que	  se	  dispone	  indican	  que	  las	  RAF	  afectan	  al	  10-­‐20%	  de	  los	  pacientes	  
hospitalizados	  y	  a	  más	  del	  7%	  de	   la	  población	  general,	   y	   representan	  el	  5%	  de	   las	  
admisiones	  hospitalarias	  (Lazarou	  et	  al.,	  1998;	  Pouyanne	  et	  al.,	  2000).	  	  
Aunque	  se	  han	  realizado	  diversos	  estudios	  epidemiológicos,	  hay	  que	  tener	  en	  
cuenta	  la	  disparidad	  en	  la	  realización	  de	  los	  mismos	  y	  la	  escasez	  de	  datos	  en	  muchos	  
de	   ellos,	   así	   como	   la	   dificultad	   de	   realizar	   estudios	   comparativos	   entre	   distintas	  
áreas	   geográficas.	   En	   los	   estudios	   realizados	   para	   la	   población	   europea	   se	   ha	  
observado	  que	  entre	  el	   3,3%	  y	  el	   7,1%	  de	   las	  hospitalizaciones	   son	  debidas	  a	  RAF	  
(Fattinger	   et	   al.,	   2000;	   Olivier	   et	   al.,	   2002;	   Pirmohamed	   et	   al.,	   2004),	   y	  
concretamente	  en	  España	  se	  estima	  que	  este	  porcentaje	  oscila	  entre	  el	  2%	  y	  el	  7%	  	  
(Puche	  y	  Luna,	  2006).	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1.3. Clasificación	  
Las	   RAF	   pueden	   clasificarse	   en	   función	   de	   sus	   características	   clínicas,	  
farmacológicas	   y	   químicas.	   Existen	   numerosas	   clasificaciones	   (Edwards	   y	   Aronson,	  
2000;	  Meyboom	  et	  al.,	  2000;	  Ross,	  2001;	  Nebeker	  et	  al.,	  2004),	  pero	  la	  más	  utilizada	  
es	  la	  clasificación	  farmacológica	  clásica	  propuesta	  por	  Rawlins	  y	  Thompson	  (Rawlins	  
y	   Thompson,	   1977)	   según	   la	   cual	   las	   RAF	   se	   dividen	   en	   reacciones	   predecibles	   e	  
impredecibles.	  	  
1.3.1. Tipo	  A:	  Predecibles	  
Son	  las	  más	  frecuentes	  ya	  que	  representan	  alrededor	  del	  80%	  del	  total	  de	  las	  
RAF.	  Están	   relacionadas	  con	   la	  acción	   farmacológica	  del	  medicamento	  y	  dependen	  
de	   la	   dosis	   administrada.	   En	   este	   grupo	   se	   incluyen	   reacciones	   debidas	   a	   una	  
sobredosificación	  o	  a	  la	  toxicidad	  del	  fármaco,	  a	  efectos	  secundarios	  del	  mismo	  o	  a	  
interacciones	  con	  otros	  medicamentos	  (Bernstein,	  1995).	  	  
1.3.2. Tipo	  B:	  Impredecibles	  
Se	  generan	  por	  mecanismos	  no	  relacionados	  con	  la	  acción	  farmacológica	  del	  
medicamento,	   son	   independientes	  de	   la	  dosis	  administrada	  y	   representan	  entre	  el	  
10-­‐15%	  del	  total	  de	  las	  RAF.	  Las	  reacciones	   impredecibles	  se	  pueden	  clasificar	  a	  su	  
vez	   en	   función	   de	   los	   mecanismos	   que	   las	   producen	   en	   los	   siguientes	   subtipos	  
(Bernstein,	  1995;	  deShazo	  y	  Kemp,	  1997):	  
a) Intolerancia	   farmacológica:	   Respuesta	   producida	   por	   un	   efecto	   no	  
deseado	  del	  fármaco	  a	  dosis	  terapéuticas	  o	  subterapéuticas.	  
b) Reacciones	   idiosincráticas:	   Respuestas	   anómalas	   no	   relacionadas	   con	   la	  
acción	   farmacológica	   del	   medicamento	   y	   sin	   base	   inmunológica	  
demostrable	   para	   las	   que	   existe	   una	   especial	   susceptibilidad	   individual	  
que	  puede	  ser	  entre	  otros	  de	  carácter	  metabólico.	  
c) Reacciones	   pseudoalérgicas:	   Respuestas	   adversas	   que	   simulan	  
clínicamente	   una	   reacción	   alérgica	   pero	   en	   las	   que	   no	   hay	   una	   base	  
inmunológica	  demostrable.	  	  
d) Reacciones	   adversas	   a	   fármacos	   con	   base	   inmunológica	   o	   reacciones	  
alérgicas:	   Reacciones	   adversas	   que	   son	   producidas	   por	   mecanismos	  
inmunológicos	  definidos.	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2. Reacciones	  adversas	  a	  fármacos	  con	  base	  inmunológica	  
2.1. Definición	  	  
Las	   reacciones	   adversas	   a	   fármacos	   con	   base	   inmunológica	   (RAFBI)	   o	  
reacciones	   alérgicas	   a	   fármacos,	   como	   se	   ha	   mencionado	   anteriormente,	   son	  
reacciones	   de	   hipersensibilidad	   mediadas	   por	   mecanismos	   inmunológicos	  
conocidos.	   Las	   reacciones	   alérgicas	   a	   fármacos	   se	   producen	   en	   situaciones	   en	   las	  
que	   el	   sistema	   inmunológico	   (SI)	   reconoce	   específicamente	   a	   un	   fármaco	   y	  
desencadena	   una	   respuesta	   efectora	   frente	   al	   mismo	   en	   lugar	   de	   generar	   una	  
respuesta	   de	   tolerancia,	   lo	   que	   ocasiona	   un	   daño	   potencialmente	   grave	   en	   el	  
organismo.	  Una	  característica	  muy	  importante	  de	  estas	  reacciones	  es	  que	  requieren	  
una	  exposición	  previa	  al	  fármaco	  o	  a	  otra	  molécula	  químicamente	  relacionada	  para	  
estimular	  al	  SI	  y	  que	  se	  conoce	  como	  fase	  de	  sensibilización.	  	  
Las	   RAFBI	   pueden	   producirse	   con	   dosis	   inferiores	   a	   las	   requeridas	   para	  
conseguir	  el	  efecto	  farmacológico	  del	  medicamento	  (Gruchalla,	  2000)	  y	  aparecen	  en	  
un	  intervalo	  de	  tiempo	  muy	  variable	  tras	  su	  administración,	  que	  puede	  extenderse	  
desde	  un	  período	  inferior	  a	  1	  hora	  hasta	  24	  horas	  o	  incluso	  varios	  días.	  Este	  tipo	  de	  
reacciones	  producen	  un	  número	  bien	  delimitado	  y	  definido	  de	  patologías	  que	   son	  
biológicamente	   compatibles	   con	   una	   reacción	   inmunológica	   y	   suelen	   desaparecer	  
tras	   la	   retirada	   del	   fármaco,	   aunque	   pueden	   existir	   excepciones	   en	   las	   que	   se	  
prolonguen	  los	  efectos	  patológicos	  (Kearns	  et	  al.,	  1994;	  Meekins	  et	  al.,	  1994).	  
2.2. Epidemiología	  y	  prevalencia	  
En	  la	  actualidad	  se	  desconoce	  la	  prevalencia	  real	  de	  las	  RAFBI	  (Padilla	  Serrato	  
et	   al.,	   2006),	   y	   los	   datos	   de	   morbilidad,	   mortalidad	   y	   de	   los	   costes	   económicos	  
asociados	   a	   las	   mismas	   a	   menudo	   están	   subestimados.	   Se	   han	   realizado	   pocos	  
estudios	   sistemáticos	  que	  describan	   tanto	   la	   incidencia	   como	   la	  prevalencia	  de	   las	  
RAFBI	   en	   la	   población	   general	   y	   la	   mayoría	   de	   los	   datos	   proceden	   de	   pacientes	  
hospitalizados	   y	   de	   servicios	   de	   urgencias,	   por	   tanto	   son	   cifras	   simplemente	  
orientativas.	  A	  partir	  de	  estos	  estudios	  se	  deduce	  que	  las	  RAFBI	  representan	  entre	  el	  
6-­‐10%	  de	  todas	  las	  RAF,	  pero	  estos	  valores	  pueden	  variar	  de	  unos	  estudios	  a	  otros	  
dependiendo	  de	  los	  métodos	  empleados	  para	  confirmar	  el	  diagnóstico	  (Torres	  et	  al.,	  
2003;	  Demoly	  y	  Hillaire-­‐Buys,	  2004;	  Romano	  y	  Demoly,	  2007;	  Szczeklik	  et	  al.,	  2009).	  	  
En	   España	   los	   fármacos	   que	   se	   consumen	   con	   mayor	   frecuencia	   son	   los	  
antiinflamatorios	  no	  esteroideos	  (AINEs)	  seguidos	  de	  los	  antibióticos	  betalactámicos	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(BLs).	  Debido	  al	  elevado	  número	  de	  personas	  que	  están	  expuestas	  a	  los	  AINEs,	  estos	  
fármacos	  son	  los	  que	  inducen	  con	  mayor	  frecuencia	  reacciones	  de	  hipersensibilidad,	  
pero	  según	  un	  estudio	  realizado	  por	  Doña	  et	  al.	   (Doña	  et	  al.,	  2012)	  sólo	   la	  décima	  
parte	  de	  estas	   reacciones	  están	  asociadas	  a	  un	  mecanismo	   inmunológico	  definido,	  
siendo	   los	   antibióticos	   BLs	   los	   responsables	   del	   mayor	   número	   de	   reacciones	  
alérgicas	  a	  fármacos	  mediadas	  por	  un	  mecanismo	  inmunológico	  conocido,	  seguidos	  
por	  las	  quinolonas	  y	  por	  otros	  antibióticos	  (Figura	  1).	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Figura	   1:	   Porcentaje	  de	   reacciones	  de	  hipersensibilidad	  a	   fármacos	  durante	  el	   año	  
2010	  según	  un	  estudio	  realizado	  por	  Doña	  et	  al.	  	  (Doña	  et	  al.,	  2012).	  
Los	   valores	   de	   las	   frecuencias	   de	   las	   reacciones	   alérgicas	   asociadas	   a	   cada	  
fármaco	  varían	  a	  lo	  largo	  del	  tiempo	  en	  función	  de	  los	  cambios	  que	  se	  producen	  en	  
los	  hábitos	  de	  prescripción	  médica.	   En	  el	  mismo	  estudio	   realizado	  por	  Doña	  et	  al.	  
durante	  los	  años	  2005	  y	  2010	  (Doña	  et	  al.,	  2012),	  se	  observó	  que	  la	  frecuencia	  de	  las	  
reacciones	  alérgicas	  a	  antibióticos	  BLs	  continuaba	  con	   la	  misma	  tendencia	  descrita	  
desde	  los	  años	  80	  (Blanca,	  1995),	  con	  una	  disminución	  progresiva	  de	  las	  reacciones	  
producidas	   por	   bencilpenicilina	   (BP)	   y	   un	   incremento	   de	   las	   inducidas	   por	  
amoxicilina	   (AX);	   además	   hay	   que	   destacar	   un	   incremento	   significativo	   en	   las	  
reacciones	   de	   urticaria	   y	   anafilaxia	   provocadas	   por	   nuevos	   fármacos	   como	   la	  
combinación	   amoxicilina-­‐ácido	   clavulánico	   (AX-­‐CLV)	   cuyo	   consumo	   ha	  
experimentado	  un	  gran	  crecimiento	  en	  los	  últimos	  años	  (en	  España	  se	  consumieron	  
20	   millones	   de	   unidades	   en	   2008)	   y	   las	   quinolonas	   (Blanca-­‐Lopez	   et	   al.,	   2011).	  
También	  se	  debe	  mencionar	   la	  disminución	  de	   las	   reacciones	  alérgicas	  asociadas	  a	  
las	  sulfamidas	  y	  el	  incremento	  de	  las	  producidas	  por	  otros	  fármacos	  no	  antibióticos	  
como	  son	  los	  medios	  de	  contraste	  radiológico	  (Figura	  2).	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Figura	  2:	  Variación	  del	  porcentaje	  de	  las	  reacciones	  de	  hipersensibilidad	  a	  diferentes	  	  
fármacos	  durante	  los	  años	  2005-­‐2010	  con	  respecto	  al	  total	  de	  pacientes	  con	  reacciones	  de	  
hipersensibilidad	  a	  fármacos	  según	  un	  estudio	  realizado	  por	  Doña	  et	  al.	  (Doña	  et	  al,	  2012).	  
	  
2.3. Factores	  de	  riesgo	  	  
Existen	  diversos	  factores	  de	  riesgo	  que	  favorecen	  el	  desarrollo	  de	   las	  RAFBI,	  
los	  cuales	  están	  relacionados	  con	  la	  naturaleza	  del	  fármaco	  que	  induce	  la	  respuesta	  
inmunológica	  y	  con	  las	  características	  del	  propio	  paciente.	  	  
a) Asociados	  con	  el	  fármaco	  
•  Peso	   molecular	   y	   propiedades	   químicas:	   Son	   los	   dos	   factores	   más	  
importantes,	  de	  modo	  que	   los	   fármacos	  de	  mayor	  peso	  molecular	   y	   con	  una	  gran	  
complejidad	   estructural	   tienen	   una	   mayor	   probabilidad	   de	   ser	   inmunogénicos	   al	  
actuar	   como	   antígenos	   complejos	   capaces	   de	   inducir	   una	   reacción	   de	  
hipersensibilidad,	   como	   ocurre	   con	   el	   suero	   heterólogo,	   la	   estreptoquina	   y	   la	  
insulina	  (Riedl	  y	  Casillas,	  2003).	  Sin	  embargo,	   la	  mayoría	  de	  los	  fármacos	  tienen	  un	  
peso	  molecular	  inferior	  a	  1000	  Da	  y	  actúan	  como	  haptenos.	  Siguiendo	  el	  modelo	  de	  
la	   hipótesis	   del	   hapteno	   (Landsteiner	   y	   Jacobs,	   1935),	   que	   detallaremos	   en	  
apartados	   posteriores,	   la	   reactividad	   química	   del	   propio	   fármaco	   y	   de	   sus	  
metabolitos	  es	  un	   factor	  muy	   importante	  que	  determina	   su	  capacidad	  de	  unirse	  a	  
macromoléculas	  portadoras	  con	  las	  que	  forman	  conjugados	  estables	  que	  pueden	  ser	  
reconocidos	   por	   el	   SI.	   Atendiendo	   al	   modelo	   de	   interacción	   farmacológica	   (p-­‐i	  
concept)	  (Pichler,	  2002),	  que	  también	  explicaremos	  posteriormente,	  los	  factores	  que	  
determinan	  el	  potencial	  estimulador	  del	  fármaco	  son	  su	  configuración	  estérica	  y	  su	  
capacidad	  de	  reaccionar	  con	  los	  receptores	  de	  las	  células	  T	  (RcT).	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•  Vía	   de	   administración:	   Los	   fármacos	   administrados	   por	   vía	   tópica,	  
intramuscular	  e	  intravenosa	  pueden	  causar	  con	  mayor	  probabilidad	  una	  reacción	  de	  
hipersensibilidad.	   Estos	   efectos	   son	   debidos	   a	   la	   eficiencia	   de	   penetración	   del	  
antígeno	  en	  la	  piel	  y	  a	  la	  alta	  concentración	  de	  fármaco	  circulante	  que	  se	  alcanza	  con	  
rapidez	   en	   la	   terapia	   intravenosa.	   En	   el	   caso	   de	   los	   fármacos	   orales,	   es	   menos	  
probable	  que	  se	  produzca	  una	  reacción	  de	  hipersensibilidad	  (Adkinson,	  1984;	  Riedl	  y	  
Casillas,	  2003).	  
b) Asociados	  con	  el	  paciente	  
•  Edad:	   La	   mayoría	   de	   las	   reacciones	   alérgicas	   se	   producen	   durante	   la	  
juventud	   y	   la	   etapa	   media	   de	   la	   vida	   de	   los	   pacientes	   (20-­‐50	   años)	   (Barranco	   y	  
Lopez-­‐Serrano,	  1998).	  Durante	   la	   infancia,	   las	  RAFBI	   son	  poco	   frecuentes	  debido	  a	  
varios	  factores	  tales	  como	  la	  inmadurez	  del	  SI,	  una	  exposición	  menos	  frecuente	  a	  los	  
fármacos	  y	  el	  empleo	  de	  dosis	  menores	  a	  las	  administradas	  en	  adultos	  (Boguniewicz	  
y	   Leung,	   1995;	   Demoly	   y	   Bousquet,	   2001).	   En	   personas	   mayores	   de	   65	   años	   la	  
frecuencia	  también	  es	  menor	  a	  pesar	  del	  alto	  consumo	  de	  fármacos	  propio	  de	  esta	  
franja	  de	  edad,	  y	  este	  hecho	  se	  atribuye	  a	  una	  involución	  del	  SI	  (Girard	  et	  al.,	  1976).	  
•  Sexo:	  Las	  mujeres	  son	  más	  susceptibles	  a	  desarrollar	  una	  RAFBI	  que	  los	  
hombres.	   En	   estudios	   epidemiológicos	   se	   ha	   observado	   que	   el	   65-­‐70%	   de	   las	  
personas	  que	  sufren	  una	  RAFBI	  son	  mujeres	  (Asero,	  1998,	  Barranco	  y	  Lopez-­‐Serrano,	  
1998),	   sin	   embargo	   no	   se	   han	   encontrado	   diferencias	   significativas	   en	   el	   tipo	   de	  
manifestaciones	  clínicas	  y	  en	  la	  tasa	  de	  mortalidad	  con	  respecto	  al	  sexo	  	  (Thong	  et	  
al.,	  2003).	  
•  Factores	  genéticos:	  Aunque	  no	  se	  ha	  demostrado	  una	  relación	  genética	  
clara,	   existen	   datos	   que	   muestran	   una	   asociación	   entre	   varias	   reacciones	   de	  
hipersensibilidad	  graves	  y	  ciertos	  haplotipos	  del	  antígeno	  leucocitario	  humano	  (HLA)	  
(Mallal	  et	  al.,	  2002;	  Chung	  et	  al.,	  2004;	  Hung	  et	  al.,	  2005).	  Además,	  se	  ha	  descrito	  la	  
existencia	  de	  una	  predisposición	  familiar	  a	  desarrollar	  reacciones	  alérgicas,	  de	  modo	  
que	   los	   hijos	   de	   padres	   alérgicos	   a	   un	   antibiótico	   tienen	   un	   riesgo	   relativo	   de	  
padecer	  una	  reacción	  alérgica	  a	  antibióticos	  15	  veces	  superior	  al	  de	  niños	  sin	  esos	  
antecedentes	  (Attaway	  y	  Strunk,	  1989;	  Pirmohamed	  et	  al.,	  2004).	  
•  Atopia:	   Las	   personas	   atópicas	   no	   parecen	   estar	   predispuestas	   a	  
desarrollar	   una	   reacción	   alérgica	   a	   fármacos,	   pero	   sus	   reacciones	  pueden	   ser	  más	  
graves	  (Astarita	  et	  al.,	  1988;	  Haddi	  et	  al.,	  1990).	  Sin	  embargo,	  el	  papel	  que	  la	  atopia	  
puede	  desempeñar	  en	  la	  aparición	  de	  reacciones	  alérgicas	  a	  ciertos	  fármacos,	  tales	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como	   los	  AINEs	   sigue	  siendo	  un	  aspecto	  controvertido	   (Sanchez-­‐Borges	  y	  Capriles-­‐
Hulett,	  2000;	  Demoly	  y	  Bousquet,	  2001).	  
•  Enfermedades	   concomitantes:	   Se	   ha	   demostrado	   que	   la	   existencia	  
previa	   de	  determinadas	   enfermedades	   e	   infecciones	   eleva	   el	   riesgo	  de	  desarrollar	  
una	   RAFBI,	   como	   ocurre	   con	   infecciones	   virales	   tales	   como	   la	   mononucleosis	  
infecciosa,	   el	   síndrome	   de	   inmunodeficiencia	   adquirida	   (Bayard	   et	   al.,	   1992)	   y	   el	  
herpes	   (Barranco	  y	   Lopez-­‐Serrano,	  1998),	   además	  de	  otras	  enfermedades	  como	  el	  
asma	  (Lang	  et	  al.,	  1991)	  y	  el	   lupus	  eritematoso	  sistémico	   (Petri	  y	  Allbritton,	  1992).	  
También	   se	   ha	   observado	   que	   la	   existencia	   de	   determinadas	   infecciones	   virales	  
puede	   provocar	   un	   aumento	   en	   la	   duración	   y	   en	   la	   gravedad	   de	   los	   síntomas	   de	  
algunas	  manifestaciones	  clínicas	  (Aihara	  et	  al.,	  2003;	  Kano	  et	  al.,	  2004).	  
2.4. Clasificación	  
Las	  RAFBI	  se	  pueden	  clasificar	  en	  función	  de	  criterios	  inmunológicos	  y	  clínicos	  
tal	  y	  como	  detallamos	  en	  los	  próximos	  apartados	  (Figura	  3).	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Figura	  3:	  Clasificación	  inmunológica	  y	  clínica	  de	  las	  RAFBI.	  
	  
2.4.1. Clasificación	  inmunológica	  
Durante	   muchos	   años	   el	   sistema	   de	   clasificación	   de	   Gell	   y	   Coombs	   (Gell	   y	  
Coombs,	  1963)	  ha	  sido	  ampliamente	  aceptado	  como	  guía	  para	  la	  comprensión	  de	  las	  
complejas	   reacciones	   inmunológicas.	   Esta	   clasificación	   establece	   cuatro	   tipos	   de	  
reacciones	   alérgicas	   en	   función	   del	   mecanismo	   efector	   que	   las	   desencadena.	   Las	  
reacciones	   alérgicas	   a	   fármacos	   se	   pueden	   producir	   por	   cualquiera	   de	   los	   cuatro	  
tipos	  de	  mecanismos	  descritos,	  aunque	  las	  más	  frecuentes	  son	  las	  mediadas	  por	  IgE	  
(reacciones	  Tipo	  I)	  o	  por	  células	  T	  (reacciones	  Tipo	  IV).	  A	  continuación	  se	  detallan	  los	  
I.	  Introducción	  
40	  
cuatro	  tipos	  de	  reacciones	  de	  hipersensibilidad	  descritos	  en	   la	  clasificación	  original	  
de	  Gell	  y	  Coombs:	  
a) Reacciones	  Tipo	  I	  o	  de	  hipersensibilidad	  inmediata,	  mediadas	  por	  IgE	  
Este	  tipo	  de	  reacciones	  están	  mediadas	  por	  anticuerpos	  IgE	  específicos	  unidos	  
a	  la	  superficie	  de	  mastocitos	  tisulares	  y	  basófilos	  circulantes.	  En	  una	  fase	  previa	  de	  
sensibilización,	   el	   antígeno	   es	   captado	   por	   las	   células	   presentadoras	   de	   antígenos	  
(CPA)	  y	  presentado	  a	  los	  linfocitos	  T.	  Estos	  linfocitos	  T	  interaccionan	  con	  las	  células	  B	  
y	   a	   través	   de	  moléculas	   coestimuladoras	   y	   de	   la	   producción	   de	   IL-­‐4	   se	   induce	   su	  
proliferación	   y	   la	   síntesis	   de	   anticuerpos	   IgE	   específicos.	   Los	   anticuerpos	   IgE	  
específicos	   son	   secretados	   al	   torrente	   sanguíneo	   y	   se	   fijan	   a	   través	   de	   su	   región	  
constante	  a	  los	  receptores	  de	  alta	  afinidad	  (FcεRI)	  existentes	  en	  la	  superficie	  de	  los	  
mastocitos	  y	  de	   los	  basófilos.	  Cuando	  se	  produce	  una	  nueva	  entrada	  del	  antígeno,	  
éste	   se	   une	   de	   forma	   simultánea	   a	   dos	   o	  más	  moléculas	   de	   IgE	   adyacentes	   en	   la	  
superficie	  de	   los	  mastocitos	  o	  de	   los	  basófilos	   (de	  Weck,	  1983a)	  y	  se	  desencadena	  
una	   cascada	   enzimática	   que	   induce	   la	   degranulación	   de	   estas	   células	   con	   la	  
consiguiente	   liberación	   de	   mediadores	   preformados	   (histamina)	   y	   la	   síntesis	   de	  
otros	   mediadores	   (leucotrienos,	   citoquinas)	   (Figura	   4).	   Estos	   mediadores	   son	   los	  
responsables	   de	   las	  manifestaciones	   clínicas	   asociadas	   a	   este	   tipo	  de	   reacciones	   y	  
sus	  principales	  efectos	   son	   la	  vasodilatación	  y	   la	   contracción	  del	  músculo	   liso,	  que	  
ocurren	  con	  gran	  rapidez	  después	  de	  la	  exposición	  al	  antígeno	  (reacción	  inmediata)	  
y	  una	  respuesta	  retardada	  que	  provoca	  principalmente	  inflamación.	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Figura	  4:	  Reacciones	  de	  hipersensibilidad	  inmediata	  Tipo	  I,	  mediadas	  por	  IgE.	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Los	   síntomas	   de	   las	   reacciones	   inmediatas	   pueden	   localizarse	   en	   la	   piel	  
(urticaria),	   vías	   respiratorias	   (rinitis,	   asma	   bronquial)	   o	   tubo	   digestivo	   (vómitos,	  
dolor	  abdominal	  y	  diarrea),	  o	  bien	  ser	  generalizados	  como	  en	  el	  choque	  anafiláctico	  
(prurito,	   urticaria,	   hipotensión,	   angioedema	   y	   broncoespasmo),	   pudiendo	   causar	  
incluso	  la	  muerte	  del	  paciente.	  	  
b) Reacciones	  Tipo	  II,	  mediadas	  por	  anticuerpos	  citolíticos	  o	  citotóxicos	  
Estas	   reacciones	   inmunológicas	   se	   caracterizan	   por	   la	   existencia	   de	  
anticuerpos	   IgG	   e	   IgM	   (y	   en	   menor	   medida	   IgA)	   dirigidos	   contra	   antígenos	   de	   la	  
superficie	   celular	   de	   eritrocitos,	   neutrófilos,	   plaquetas	   y	   células	   epiteliales	   de	  
glándulas	   y	   mucosas	   o	   contra	   antígenos	   tisulares.	   En	   este	   tipo	   de	   reacciones	   los	  
antígenos	   pueden	   ser	   antígenos	   naturales	   de	   la	   superficie	   celular,	   antígenos	  
modificados	   de	   la	   superficie	   celular	   o	   haptenos	   unidos	   a	   la	   superficie	   celular.	   Los	  
anticuerpos	  circulantes	  IgG	  e	  IgM	  (y	  en	  menor	  grado	  IgA)	  se	  unen	  a	  los	  antígenos	  de	  
superficie	  celular	  para	  los	  que	  son	  específicos	  y	  guían	  a	  los	  elementos	  no	  específicos	  
del	  SI	  para	  conseguir	   la	  eliminación	  de	  estas	  células	  por	   lisis	  celular	  (mediada	  o	  no	  
por	  el	   complemento)	  o	  por	  opsonización	  y	   fagocitosis	   (Figura	  5).	   En	  el	   caso	  de	   las	  
reacciones	  a	  fármacos,	  las	  células	  que	  se	  ven	  afectadas	  con	  mayor	  frecuencia	  son	  las	  
del	  torrente	  sanguíneo,	  hígado	  y	  riñón.	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Figura	  5:	  Reacciones	  Tipo	  II,	  mediadas	  por	  anticuerpos	  citolíticos	  o	  citotóxicos.	  
Las	  manifestaciones	  clínicas	  más	  habituales	  son	  la	  anemia	  hemolítica	  inmune,	  
la	  trombopenia	  o	  la	  granulocitopenia.	  Estos	  tipos	  de	  reacciones	  son	  más	  frecuentes	  
en	  pacientes	  que	  reciben	  tratamientos	  prolongados	  y	  con	  altas	  dosis	  del	  fármaco.	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c) Reacciones	  Tipo	  III,	  mediadas	  por	  inmunocomplejos	  
En	  estas	  reacciones	  participan	  anticuerpos	  IgG	  e	  IgM,	  la	  vía	  del	  complemento	  
y	   los	   neutrófilos	   como	   respuesta	   a	   ciertos	   antígenos,	   provocando	   un	   daño	  
inmunológico.	   Se	   caracterizan	   por	   la	   formación	   de	   inmunocomplejos	   entre	   los	  
antígenos	  y	  anticuerpos	  solubles	   (IgM	  o	   IgG)	  que	  generan	   inmunoprecipitados	  que	  
se	   depositan	   en	   tejidos	   como	   el	   endotelio	   de	   pequeños	   vasos	   sanguíneos	   o	   la	  
membrana	   basal	   glomerular.	   La	   activación	   del	   complemento	   provoca	   la	   liberación	  
de	   quimioatrayentes	   que	   desencadenan	   una	   compleja	   serie	   de	   respuestas	  
inflamatorias	  que	   se	  agravan	  por	  una	   fagocitosis	   fallida	  y	   la	   liberación	  de	  especies	  
reactivas	  de	  oxígeno	  (Figura	  6).	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Figura	  6:	  Reacciones	  Tipo	  III,	  mediadas	  por	  inmunocomplejos.	  
Los	  síntomas	  clínicos	  desarrollados	  dependen	  del	  órgano	  diana	  en	  el	  que	  se	  
depositen	   los	   inmunocomplejos,	   que	   fundamentalmente	   se	   observan	   en	   riñones,	  
pulmones,	  articulaciones	  y	  piel.	  	  
d) Reacciones	  Tipo	  IV	  o	  de	  hipersensibilidad	  tardía,	  mediadas	  por	  células	  T	  
Estas	   reacciones	   no	   están	   mediadas	   por	   anticuerpos	   sino	   que	   el	   antígeno	  
interacciona	  directamente	   con	   las	   células	   T	  que	  actúan	   como	  células	  efectoras.	   La	  
liberación	  de	  quimioquinas	  tras	  la	  producción	  de	  un	  daño	  en	  el	  tejido	  provoca,	  en	  un	  
segundo	  contacto	  con	  el	  antígeno,	   la	  captura	  y	  extravasación	  al	   tejido	  afectado	  de	  
linfocitos	   T	   específicos	   a	   los	   que	   ya	   se	   les	   había	   presentado	   el	   antígeno	   en	   un	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contacto	   anterior	   (sensibilización).	   Una	   vez	   en	   el	   tejido,	   estas	   células	   liberan	  
mediadores	  proinflamatorios	  (citotoxinas	  entre	  otros)	  y	  otras	  citoquinas	  específicas	  
que	   atraen	   hacia	   el	   tejido	   monocitos,	   macrófagos	   y	   otras	   células	   T	   que	   son	   las	  
encargadas	  de	  mediar	  la	  respuesta	  inflamatoria	  (Figura	  7).	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Figura	  7:	  Reacciones	  de	  hipersensibilidad	  tardía	  o	  Tipo	  IV,	  mediadas	  por	  células	  T.	  
El	   espectro	   clínico	   de	   las	   reacciones	   Tipo	   IV	   es	   amplio	   y	   comprende	   desde	  
manifestaciones	  leves	  como	  los	  exantemas	  moderados	  hasta	  cuadros	  clínicos	  graves	  
como	  el	  síndrome	  de	  Stevens-­‐Johnson,	  la	  necrólisis	  epidérmica	  tóxica	  y	  el	  exantema	  
fijo	   medicamentoso,	   además	   de	   reacciones	   órgano-­‐específicas	   entre	   las	   que	  
destacan	   aquellas	   con	   afectación	   cutánea.	   Debido	   a	   la	   heterogeneidad	   de	   las	  
funciones	  de	  las	  células	  T	  y	  de	  las	  manifestaciones	  clínicas	  asociadas	  se	  ha	  realizado	  
una	  subclasificación	  de	  este	  tipo	  de	  reacciones	  (Pichler,	  2003;	  Lerch	  y	  Pichler,	  2004;	  
Padial	  et	  al.,	   2004)	  aunque	  no	  está	   completamente	  aceptada	  en	   la	  práctica	   clínica	  
porque	  cada	  subtipo	  descrito	  no	  define	  específicamente	  una	  patología	  concreta.	  	  
•  Tipo	   IVa:	  Respuesta	   inmunológica	  mediada	  por	   linfocitos	  T	  de	   tipo	  Th1	  
con	   producción	   de	   IFN-­‐γ.	   Se	   observa	   una	   elevada	   activación	   e	   infiltración	   de	  
monocitos.	  El	  eccema	  es	  la	  patología	  característica	  de	  este	  tipo	  de	  reacciones.	  
•  Tipo	   IVb:	   Respuesta	   caracterizada	   por	   la	   presencia	   de	   linfocitos	   T	   que	  
muestran	  una	  respuesta	  Th2	  con	  producción	  de	  IL-­‐4	  e	  IL-­‐5	  e	  infiltración	  eosinofílica.	  
Dentro	  de	  este	  tipo	  de	  reacciones	  se	  incluyen	  diversas	  patologías	  como	  el	  exantema	  
maculopapular,	  el	  exantema	  bulloso,	  el	  síndrome	  de	  hipersensibilidad	  a	  fármacos	  o	  
el	  exantema	  cutáneo	  por	  fármacos	  con	  eosinofilia	  y	  síntomas	  sistémicos	  (DRESS).	  
•  Tipo	  IVc:	  Respuesta	  de	  citotoxicidad	  celular	  mediada	  por	  linfocitos	  CD4+	  
y	  CD8+,	  productores	  de	  perforina	  y	  granzima	  B	  y	  en	  la	  que	  intervienen	  mecanismos	  
de	   apoptosis	   mediados	   por	   Fas.	   Este	   mecanismo	   lo	   encontramos	   asociado	   a	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diferentes	   patologías	   como	   los	   exantemas	   maculopapulares,	   los	   eccemas,	   los	  
exantemas	  bullosos,	  los	  exantemas	  pustulares	  y	  la	  necrólisis	  epidérmica	  tóxica.	  
•  Tipo	  IVd:	  Respuesta	  que	  se	  caracteriza	  por	  el	  reclutamiento	  y	  activación	  
de	   neutrófilos	   mediado	   por	   linfocitos	   T	   productores	   de	   IL-­‐8.	   Esta	   respuesta	   es	  
característica	  de	  la	  pustulosis	  exantemática	  generalizada	  aguda.	  	  
2.4.2. Clasificación	  clínica	  	  
Las	   reacciones	   alérgicas	   a	   fármacos	   son	   difíciles	   de	   catalogar	   según	   su	  
mecanismo	  inmunológico	  por	  lo	  que	  para	  su	  diagnóstico	  en	  la	  práctica	  clínica	  diaria	  
resulta	  más	  sencillo	  y	  útil	  realizar	  una	  clasificación	  basada	  en	  el	  tiempo	  transcurrido	  
entre	   la	   administración	  del	   fármaco	  y	   la	   aparición	  de	   los	   síntomas.	   Siguiendo	  este	  
criterio	  y	  de	  acuerdo	  con	  la	  clasificación	  realizada	  por	  Levine	  en	  1966	  (Levine,	  1966)	  
podemos	  dividir	  las	  reacciones	  alérgicas	  a	  fármacos	  en	  los	  siguientes	  grupos:	  
a) Inmediatas	  
Reacciones	   que	   aparecen	   en	   la	   primera	   hora	   tras	   la	   administración	   del	  
fármaco	   y	   que	   generalmente	   están	   mediadas	   por	   anticuerpos	   IgE	   específicos.	   La	  
sintomatología	  varía	  desde	   la	  urticaria	  y/o	  angioedema	  hasta	   cuadros	   clínicos	  más	  
graves	   como	   el	   choque	   anafiláctico.	   Este	   tipo	   de	   reacciones	   corresponden	  
inmunológicamente	   con	   las	   reacciones	   Tipo	   I	   de	   la	   clasificación	   de	  Gell	   y	   Coombs	  
(Gell	  y	  Coombs,	  1963).	  	  
b) Aceleradas	  
Reacciones	  que	  ocurren	  en	  un	  intervalo	  de	  tiempo	  superior	  a	  1	  hora	  e	  inferior	  
a	   48	   horas	   tras	   la	   administración	   del	   fármaco.	   La	   sintomatología	   asociada	   es	  
fundamentalmente	  de	  urticaria.	  Clásicamente	  muchos	  autores	   las	  han	  considerado	  
como	  reacciones	  mediadas	  por	  anticuerpos	  IgE,	  pero	  se	  han	  encontrado	  evidencias	  
que	  demuestran	  la	  participación	  de	  células	  T	  (Warrington	  et	  al.,	  1993).	  
c) Tardías	  
Reacciones	   en	   las	   que	   los	   síntomas	   aparecen	   después	   de	   48	   horas	   tras	   la	  
administración	   del	   fármaco.	   El	   espectro	   clínico	   de	   este	   tipo	   de	   reacciones	   es	  más	  
amplio	   y	   comprende	   desde	   reacciones	   de	   urticaria	   y	   exantemáticas	   de	   poca	  
intensidad	  hasta	   cuadros	   clínicos	   graves	   como	  el	   síndrome	  de	   Stevens-­‐Johnson,	   la	  
necrólisis	   epidérmica	   tóxica	   y	   reacciones	   órgano-­‐específicas.	   De	   acuerdo	   con	   el	  
mecanismo	  inmunológico	  implicado,	  estas	  reacciones	  se	  enmarcarían	  dentro	  de	  las	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reacciones	   Tipo	   IV	   o	  mediadas	   por	   células	   T	   descritas	   en	   la	   clasificación	   de	  Gell	   y	  
Coombs	  (Gell	  y	  Coombs,	  1963).	  	  
Desde	  un	  punto	  de	  vista	  práctico,	  las	  reacciones	  alérgicas	  se	  pueden	  clasificar	  
en	  dos	  grandes	  grupos:	   inmediatas	  y	  no	  inmediatas,	   incluyéndose	  dentro	  de	  las	  no	  
inmediatas	  las	  reacciones	  aceleradas	  y	  tardías	  (Romano	  et	  al.,	  2004),	  es	  decir,	  todas	  
aquellas	  reacciones	  que	  aparecen	  a	  partir	  de	  la	  primera	  hora	  tras	  la	  administración	  
del	  fármaco	  y	  que	  en	  su	  mayoría	  están	  mediadas	  por	  células	  T.	  	  
En	   el	   presente	   trabajo	  nos	  dedicamos	   al	   estudio	  de	   las	   reacciones	   alérgicas	  
inmediatas,	   por	   lo	   que	   en	   los	   siguientes	   apartados	   sólo	   nos	   centramos	   en	   la	  
descripción	  de	  aspectos	  inmunológicos	  y	  clínicos	  de	  este	  tipo	  de	  reacciones.	  
2.5. Conceptos	   y	   procesos	   inmunológicos	   relacionados	   con	   las	  
reacciones	  alérgicas	  inmediatas	  
2.5.1. Inmunoglobulina	  E	  
La	  IgE	  se	  descubrió	  en	  1967	  por	  Ishizaka	  y	  Johanson,	  quienes	  trabajando	  por	  
separado	   describieron	   casi	   simultáneamente	   este	   nuevo	   isotipo	   de	   Ig	   (Ishizaka	   e	  
Ishizaka,	  1967).	  Desde	  su	  descubrimiento,	  se	  ha	  demostrado	  que	  la	  IgE	  interviene	  en	  
las	  reacciones	  de	  hipersensibilidad	  inmediata	  y	  en	  la	  respuesta	  inmunológica	  frente	  
a	   infecciones	   parasitarias	   (Yazdanbakhsh	   et	   al.,	   2001;	   Maizels,	   2003;	   Maizels	   y	  
Yazdanbakhsh,	  2003).	  	  
a) Estructura	  general	  
La	  estructura	  general	  de	  la	  IgE	  es	  similar	  a	  la	  de	  las	  otras	  Igs,	  con	  dos	  cadenas	  
ligeras	  (L)	  y	  dos	  cadenas	  pesadas	  (H)	  unidas	  covalentemente	  por	  puentes	  disulfuro.	  
El	  isotipo	  IgE	  se	  caracteriza	  por	  la	  secuencia	  proteica	  de	  sus	  cadenas	  pesadas	  tipo	  ε,	  
que	   contienen	   un	   dominio	   variable	   (VH)	   y	   cuatro	   dominios	   constantes	   (Cε1-­‐4)	  
(Garman	  et	  al.,	  2000),	  siendo	  el	  dominio	  Cε2	  de	  la	  IgE	  el	  que	  reemplaza	  a	  la	  región	  
bisagra	   que	   aparece	   en	   otros	   isotipos	   (Sutton	   y	   Gould,	   1993)	   y	   el	   dominio	   Cε3	   el	  
punto	  de	  unión	  a	  los	  receptores	  de	  superficie	  celular	  (Figura	  8).	  El	  peso	  molecular	  de	  
la	  molécula	  completa	  es	  de	  118-­‐196	  kDa	  (Kulczycki,	  1987).	  
Como	   en	   todas	   las	   Igs,	   en	   la	   IgE	   se	   distinguen	   dos	   regiones	   funcionales:	   el	  
fragmento	  de	  unión	  al	  antígeno	  (Fab)	  y	  el	  fragmento	  cristalizable	  (Fc).	  La	  región	  Fab	  
es	   la	   región	  variable	   formada	  por	  el	  extremo	  N-­‐terminal	  de	   las	   cadenas	  pesadas	  y	  
ligeras,	  en	  ella	  reside	  la	  especificidad	  de	  la	  Ig	  y	  la	  capacidad	  de	  reconocer	  y	  unirse	  al	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antígeno.	  La	  región	  Fc	  es	  una	  región	  constante	  compuesta	  por	  la	  porción	  C-­‐terminal	  
de	  las	  cadenas	  pesadas	  y	  es	  la	  mediadora	  de	  las	  funciones	  efectoras	  de	  la	  Ig.	  	  
Los	  dominios	  variables	  de	  las	  cadenas	  ligeras	  y	  pesadas	  interaccionan	  entre	  sí	  
para	   formar	   una	   unidad	   globular	   que	   contiene	   el	   sitio	   de	   unión	   con	   el	   antígeno.	  
Dentro	   de	   los	   dominios	   variables	   de	   las	   cadenas	   ligeras	   y	   pesadas	   existen	   ciertos	  
segmentos	  con	  secuencias	  muy	  variables	  que	  se	  denominan	  regiones	  hipervariables	  
o	  regiones	  determinantes	  de	  complementariedad	  (RDC).	  Las	  RDC	  están	  compuestas	  
por	  unos	  diez	  aminoácidos	  y	  forman	  una	  superficie	  de	  contacto	  complementaria	  a	  la	  
estructura	   tridimensional	  del	  antígeno	  al	  que	  se	  une	   la	   Ig.	  El	   resto	  del	  dominio	  no	  
está	  involucrado	  directamente	  en	  el	  reconocimiento	  del	  antígeno	  pero	  actúa	  como	  
soporte.	  
Los	   anticuerpos	   IgE	   se	   unen	   de	   forma	   reversible	   por	   su	   región	   Fc	   a	   un	  
receptor	  específico	  para	  las	  cadenas	  pesadas	  ε	  (Fcε)	  (Sutton	  y	  Gould,	  1993).	  Existen	  
dos	  tipos	  de	  receptores:	  los	  receptores	  de	  alta	  afinidad	  (FcεRI)	  que	  se	  expresan	  en	  la	  
superficie	   de	   mastocitos,	   basófilos,	   eosinófilos,	   células	   dendríticas	   y	   células	   de	  
Langerhans,	   y	   los	   receptores	   de	   baja	   afinidad	   (FcεRII)	   que	   se	   expresan	   en	   la	  
superficie	  de	  monocitos	  y	  células	  B.	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Figura	  8:	  Esquema	  de	  la	  estructura	  general	  de	  la	  IgE.	  
b) Síntesis	  y	  concentración	  sérica	  
Las	   moléculas	   de	   IgE	   son	   producidas	   principalmente	   por	   las	   células	  
plasmáticas	  en	  tejidos	  linfoides	  asociados	  a	  mucosas	  (Geha	  et	  al.,	  2003).	  La	  mayoría	  
de	   la	   IgE	   producida	   se	   une	   a	   los	   receptores	   FcεRI	   expresados	   en	   la	   superficie	   de	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mastocitos	  y	  basófilos	  (Geha	  et	  al.,	  2003)	  y	  el	  resto	  se	  une	  a	  los	  receptores	  FcεRII	  o	  
circula	  libre	  por	  el	  torrente	  sanguíneo.	  La	  vida	  media	  de	  la	  IgE	  en	  suero	  es	  de	  sólo	  3	  
días	  en	  comparación	  con	  los	  20	  días	  de	  la	  IgG,	  pero	  aumenta	  cuando	  la	  IgE	  se	  retiene	  
en	  los	  tejidos	  unida	  a	  receptores	  de	  la	  superficie	  celular	  (Iio	  et	  al.,	  1978).	  
La	  concentración	  sérica	  de	  la	  IgE	  es	  la	  más	  baja	  de	  todas	  las	  Igs.	  En	  individuos	  
no	   alérgicos,	   los	   niveles	   séricos	   de	   IgE	   total	   son	   entre	   10.000	   y	   50.000	   veces	  
inferiores	  a	  los	  de	  IgG,	  e	  incluso	  en	  individuos	  atópicos	  con	  valores	  muy	  altos	  de	  IgE	  
la	   concentración	   sigue	   siendo	   unas	   1.000	   veces	   inferior	   a	   la	   de	   IgG	   (Geha	   et	   al.,	  
2003),	  por	  ello	  son	  necesarias	  técnicas	  de	  alta	  sensibilidad	  para	  su	  detección	  (King	  et	  
al.,	   1991).	   Una	   característica	   importante	   de	   la	   IgE	   es	   que	   a	   pesar	   de	   su	   baja	  
concentración	   su	   acción	   se	   amplifica	   por	   numerosos	   factores	   entre	   los	   que	   se	  
encuentra	  la	  actividad	  de	  los	  receptores	  celulares	  a	  los	  que	  se	  une	  (Sutton	  y	  Gould,	  
1993).	  
En	   adultos	   sanos	   la	   concentración	   de	   IgE	   total	   en	   plasma	   es	   inferior	   a	   20	  
UI/ml	  y	  la	  de	  IgE	  específica	  no	  supera	  las	  0,35	  UI/ml	  (Smurthwaite	  y	  Durham,	  2002),	  
pero	  estos	  valores	  varían	  con	  la	  edad.	  Los	  niveles	  séricos	  de	  IgE	  no	  son	  detectables	  
cuando	   el	   individuo	   nace	   porque	   esta	   Ig	   no	   tiene	   la	   capacidad	   de	   atravesar	   la	  
barrera	   placentaria,	   pero	   tras	   el	   nacimiento	   su	   concentración	   sérica	   aumenta	  
progresivamente	   hasta	   alcanzar	   un	   pico	   máximo	   a	   los	   10-­‐15	   años	   que	   después	  
disminuye	  hasta	  mantenerse	  constante	  durante	  toda	  la	  vida	  adulta.	  	  
En	  individuos	  atópicos	  la	  concentración	  de	  IgE	  total	  circulante	  puede	  superar	  
unas	  10-­‐50	  veces	  los	  valores	  normales,	  y	  en	  personas	  que	  desarrollan	  una	  reacción	  
alérgica	   tiene	   lugar	   una	   producción	   amplificada	   de	   IgE	   específica	   y	   no	   específica	  
frente	   al	   antígeno	   que	   induce	   la	   reacción,	   pudiendo	   alcanzar	   unos	   niveles	   de	   IgE	  
1.000	  veces	  superiores	  a	  los	  de	  individuos	  sanos	  no	  alérgicos.	  	  
En	   ciertas	   enfermedades	   de	   tipo	   infeccioso	   e	   inmunológico	   podemos	  
observar	   un	   aumento	   de	   los	   niveles	   de	   IgE	   sin	   que	   se	   muestren	   signos	   de	  
enfermedad	   alérgica.	   Algunos	   de	   estos	   casos	   son	   enfermedades	   parasitarias	  
causadas	   por	   helmintos,	   ciertas	   infecciones	   víricas	   como	   la	   mononucleosis	   y	   las	  
producidas	  por	  los	  citomegalovirus,	  determinadas	  inmunodeficiencias	  primarias	  y	  en	  
el	   síndrome	   de	   inmunodeficiencia	   adquirida.	   Además,	   en	   trasplantes	   de	   médula	  
ósea	   se	   ha	   observado	   la	   aparición	   de	   un	   pico	   de	   IgE	   probablemente	   como	  
consecuencia	  de	  una	  alteración	  en	  el	  control	  de	  su	  producción.	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2.5.2. Mecanismos	   inmunológicos	   implicados	   en	   las	   reacciones	   alérgicas	  
inmediatas	  	  
Todas	   las	   reacciones	   alérgicas	   inmediatas	   tienen	   características	   comunes,	  
aunque	  difieren	  notablemente	  en	  los	  tipos	  de	  antígenos	  que	  las	  desencadenan	  y	  en	  
sus	   manifestaciones	   clínicas	   y	   anatomopatológicas.	   Este	   tipo	   de	   reacciones	  
requieren	   un	   período	   de	   sensibilización	   previo	   tras	   la	   primera	   exposición	   al	  
antígeno,	   en	   el	   que	   se	   sintetizan	   anticuerpos	   IgE	   específicos	   implicados	   en	   el	  	  
desarrollo	   de	   una	   respuesta	   alérgica	   después	   de	   una	   nueva	   exposición	   a	   dicho	  
antígeno	  (Abbas	  et	  al.,	  2008a)	  (Figura	  9).	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Figura	  9:	  Secuencia	  de	  acontecimientos	  de	  las	  reacciones	  alérgicas	  inmediatas:	  fase	  
de	  sensibilización	  y	  desarrollo	  de	  la	  respuesta	  alérgica	  inmediata.	  Imagen	  tomada	  de	  Abbas	  
et	  al.	  En:	  Cellular	  and	  Molecular	  Immunology,	  7th	  Ed,	  2012	  (Abbas	  et	  al.,	  2012).	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a) Fase	  de	  sensibilización	  
•  Activación	  de	  linfocitos	  Th2:	  La	  entrada	  en	  el	  organismo	  de	  un	  antígeno	  
pone	  en	  marcha	  un	  proceso	  silencioso	  de	  sensibilización,	  que	  comienza	  cuando	  las	  
CPA	  capturan	  los	  antígenos,	   los	  transportan	  a	  los	  ganglios	  linfáticos,	   los	  procesan	  y	  
los	   presentan	   como	   péptidos	   a	   los	   linfocitos	   T	   cooperadores	   (Figura	   9).	   A	  
continuación,	   estos	   linfocitos	   se	   diferencian	   en	   la	   subpoblación	   Th2	   de	   células	  
efectoras,	   que	   son	   las	   que	   estimulan	   la	   síntesis	   de	   IgE,	   sobre	   todo	   mediante	   la	  
secreción	   de	   IL-­‐4	   e	   IL-­‐13.	   En	   los	   focos	   de	   las	   reacciones	   de	   hipersensibilidad	  
inmediata	   encontramos	   agregados	   de	   linfocitos	   Th2	   que	   son	   atraídos	   gracias	   a	   la	  
acción	   de	   las	   citoquinas	   y	   quimioquinas	   secretadas	   por	   distintos	   tipos	   celulares	  
presentes	  en	  estas	  regiones.	  	  
•  Activación	  de	  los	  linfocitos	  B	  y	  cambio	  de	  isotipo	  a	  IgE:	  Los	  linfocitos	  Th2	  
activan	   a	   los	   linfocitos	   B	   específicos	   para	   los	   antígenos	   que	   han	   entrado	   en	   el	  
organismo.	   Durante	   la	   respuesta	   inmunológica,	   las	   células	   B	   pueden	   expresar	  
diferentes	   isotipos	   de	   Igs,	   lo	   que	   permite	   tener	   anticuerpos	   con	   la	   misma	  
especificidad	   pero	   con	   diferente	   función	   efectora.	   Para	   que	   los	   linfocitos	   B	  
experimenten	  el	  cambio	  de	  isotipo	  de	  cadena	  pesada	  y	  sinteticen	  IgE	  son	  necesarias	  
dos	  señales	  que	  se	  producen	  a	  través	  de	  una	  compleja	  serie	  de	  interacciones	  con	  el	  
antígeno	  y	  con	  las	  células	  T	  específicas	  (Vercelli,	  2009)	  (Figura	  10).	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Figura	  10:	  Cambio	  de	  isotipo	  a	  IgE.	  Una	  célula	  B	  que	  expresa	  IgM	  específica	  para	  el	  
antígeno	   se	   une	   a	   éste	   por	  medio	   de	   las	   Igs	   de	   su	   superficie	   celular	   (1),	   lo	   procesa	   y	   lo	  
presenta	  a	  una	  célula	  T	  tipo	  Th2	  específica	  de	  ese	  antígeno	  (2).	  La	  formación	  del	  complejo	  
tri-­‐molecular	  RcT-­‐antígeno-­‐CPH	  de	  clase	  II	  induce	  una	  expresión	  rápida	  en	  los	  linfocitos	  T	  de	  
CD154	  (3),	  que	  es	  el	  ligando	  del	  receptor	  CD40	  que	  se	  expresa	  constitutivamente	  sobre	  los	  
linfocitos	  B	  (4).	  La	  interacción	  entre	  las	  células	  T	  y	  B	  mediadas	  por	  la	  vía	  CD40/CD154	  (4)	  se	  
amplifica	   por	   interacciones	   entre	   moléculas	   coestimuladoras,	   particularmente	   la	   pareja	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ligando/receptor	  CD28/CD80-­‐CD86	  (5).	  La	  unión	  de	  CD40	  regula	  la	  expresión	  de	  CD80-­‐CD86	  
sobre	  las	  células	  B	  (5).	  CD80-­‐CD86	  se	  une	  a	  CD28	  (6)	  e	  induce	  la	  transcripción	  (7)	  y	  secreción	  
(8)	  de	  IL-­‐4	  y/o	  IL-­‐13,	  que	  se	  unirán	  a	  sus	  receptores	  heterodiméricos	  en	  los	  linfocitos	  B	  (9).	  	  
En	  un	  mismo	  paso,	  la	  célula	  B	  recibe	  las	  dos	  señales	  necesarias	  para	  el	  cambio	  de	  isotipo	  a	  
IgE:	   IL-­‐4	   dispara	   la	   transcripción	   de	   la	   cadena	   pesada	   ε	   (10)	   y	   la	   unión	   de	   CD40	   con	   su	  
ligando	   activa	   la	   recombinación	   de	   ADN	   para	   la	   región	   ε	   (11),	   provocando	   el	   cambio	   de	  
isotipo	   a	   IgE	   y	   la	   secreción	   de	   anticuerpos	   IgE	   (12).	   Imagen	   tomada	   de	   Vercelli	   D,	  
Immunobiology	  of	  IgE.	  En:	  Middleton´s	  Allergy,	  7th	  Ed,	  2009	  (Vercelli,	  2009).	  
Una	  de	  las	  señales	  es	  dependiente	  de	  citoquinas	  producidas	  por	  linfocitos	  Th2	  
(principalmente	   IL-­‐4)	  y	   tiene	  como	  resultado	   la	  activación	  de	   la	   transcripción	  de	   la	  
cadena	  pesada	  ε	  de	  la	  IgE.	  La	  otra	  señal	  es	  dependiente	  de	  CD40,	  que	  es	  un	  receptor	  
que	   se	   expresa	   de	   forma	   constitutiva	   sobre	   los	   linfocitos	   B	   y	   que	   induce	   la	  
recombinación	  del	  ADN	  para	  la	  región	  de	  la	  cadena	  pesada	  ε	  (Monticelli	  et	  al.,	  1998)	  
y	  la	  expresión	  de	  IgE.	  De	  este	  modo,	  se	  genera	  un	  gran	  número	  de	  anticuerpos	  IgE	  
específicos	  que	  pasan	  a	  la	  circulación	  sanguínea.	  	  
•  Unión	   de	   IgE	   a	   mastocitos	   y	   basófilos:	   Una	   gran	   proporción	   de	   los	  
anticuerpos	  IgE	  liberados	  al	  torrente	  sanguíneo	  se	  unen	  de	  forma	  reversible	  por	  su	  
región	   Fc	   a	   receptores	   de	   alta	   afinidad	   específicos	   (FcεRI)	   que	   se	   expresan	   en	   la	  
superficie	   de	   mastocitos	   y	   basófilos (Sutton	   y	   Gould,	   1993).	   De	   este	   modo,	   los	  
mastocitos	   y	  basófilos	  quedan	   sensibilizados	   frente	  al	   antígeno	  para	  el	   que	   tienen	  
IgE	  específica	  unida	  en	  su	  superficie.	  La	  afinidad	  de	  FcεRI	  por	  la	  IgE	  es	  muy	  alta	  ([Kd]	  
=	  1	  x	  10-­‐10	  M),	  y	  esta	  unión	  es	  mucho	  más	  estable	  que	  la	  de	  cualquier	  otro	  receptor	  
con	  su	  ligando.	  Aunque	  la	  concentración	  sérica	  normal	  de	  IgE	  es	  baja	  (inferior	  a	  5	  x	  	  
10-­‐10	  M)	  en	   comparación	   con	   la	  de	  otros	   isotipos	  de	   Ig,	   es	   lo	   suficientemente	  alta	  
como	  para	  permitir	  que	  los	  receptores	  FcεRI	  estén	  ocupados	  por	  moléculas	  de	  IgE	  y	  
los	  mastocitos	  y	  basófilos	  de	  todos	  los	  individuos	  estén	  recubiertos	  de	  IgE.	  
b) Desarrollo	  de	  la	  respuesta	  alérgica	  inmediata	  	  
En	   un	   individuo	   sensibilizado	   frente	   a	   un	   determinado	   antígeno,	   una	   gran	  
proporción	   de	   la	   IgE	   unida	   a	   los	   receptores	   FcεRI	   expresados	   en	   la	   superficie	   de	  
mastocitos	  y	  basófilos	  es	  específica	  frente	  al	  mismo	  y	  cuando	  el	  individuo	  se	  expone	  
de	  nuevo	  al	  antígeno	  se	  desencadena	  una	  respuesta	  inmunológica	  (Figura	  9).	  En	  esta	  
nueva	  exposición,	  el	  antígeno	  interacciona	  con	  la	  región	  Fab	  de	  dos	  o	  más	  moléculas	  
de	  IgE	  adyacentes	  de	  la	  superficie	  celular	  de	  mastocitos	  y	  basófilos,	  fenómeno	  que	  
se	  denomina	  puenteo	  y	  que	  desencadena	  la	  activación	  de	  estas	  células.	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La	   activación	   de	   los	   mastocitos	   y	   los	   basófilos	   provoca	   cambios	   en	   su	  
membrana	   celular	   y	   desencadena	   una	   serie	   de	   reacciones	   en	   cascada	   que	   finaliza	  
con	   la	   secreción	   de	   un	   gran	   número	   de	  mediadores	   preformados	   en	   los	   gránulos	  
celulares	   (histamina,	   triptasa,	   heparina	   o	   factores	   quimiotácticos)	   mediante	   un	  
proceso	  regulado	  de	  exocitosis,	  con	  la	  síntesis	  y	  la	  secreción	  de	  mediadores	  lipídicos	  
(leucotrienos	   y	  prostaglandinas)	   (Siraganian,	   1988)	   y	   con	   la	   síntesis	   y	   secreción	  de	  
citoquinas	  que	  pueden	  contribuir	  a	  la	  inflamación	  alérgica	  (TNF,	  IL-­‐1,	  IL-­‐4,	  IL-­‐5,	  IL-­‐6,	  
IL-­‐13,	   MIP-­‐1α,	   MIP-­‐1β,	   IL-­‐3,	   GM-­‐CSF)	   (Figura	   9).	   Algunas	   de	   estas	   citoquinas	  
potencian	   la	  expresión	  de	  moléculas	  de	  adhesión	   leucocítica,	  como	  la	  selectina	  E	  y	  
moléculas	   de	   adhesión	   intercelular-­‐1	   (ICAM-­‐1)	   en	   las	   células	   endoteliales	   de	   los	  
vasos	   sanguíneos,	   lo	   que	   facilita	   la	   atracción	   de	   leucocitos	   inflamatorios	   hacia	   los	  
tejidos.	   Todos	   estos	   mediadores	   liberados	   son	   los	   responsables	   de	   las	  
manifestaciones	   clínicas	   características	  de	  estos	  procesos	   y	   sus	  principales	   efectos	  
son	  la	  vasodilatación	  y	  la	  contracción	  del	  músculo	  liso,	  que	  ocurren	  con	  gran	  rapidez	  
después	  de	  la	  exposición	  al	  antígeno	  (reacción	  inmediata)	  y	  una	  reacción	  retardada	  
que	  produce	  principalmente	  inflamación.	  	  
3. Fármacos	  como	  haptenos	  
3.1. Hipótesis	  del	  hapteno	  
El	  modelo	   actual	  más	   aceptado	  por	   la	   comunidad	   científica	   para	   explicar	   el	  
modo	   en	   el	   que	   el	   SI	   reconoce	   a	   los	   fármacos	   está	   basado	   en	   la	   hipótesis	   del	  
hapteno	   formulada	   por	   Landsteiner	   en	   1935	   (Landsteiner	   y	   Jacobs,	   1935).	   Por	  
definición,	  un	  hapteno	  es	  una	  especie	  de	  bajo	  peso	  molecular	  (en	  general	  inferior	  a	  
1000	  Da),	  químicamente	  reactiva	  y	  demasiado	  pequeña	  para	  inducir	  una	  respuesta	  
inmunológica	   por	   sí	   misma	   pero	   sí	   cuando	   se	   une	   covalentemente	   a	  
macromoléculas,	   proceso	   que	   se	   denomina	   haptenización	   (Landsteiner	   y	   Jacobs,	  
1935;	  Eisen	  et	  al.,	  1952;	  Pirmohamed	  et	  al.,	  1994;	  Park	  et	  al.,	  1998;	  Pichler,	  2003).	  
En	   general,	   los	   fármacos	   químicamente	   reactivos	   y	   sus	   metabolitos	   se	  
comportan	  como	  haptenos	  y	  forman	  aductos	  covalentes	  con	  macromoléculas	  tales	  
como	  proteínas	  endógenas.	  El	  hecho	  de	  que	  los	  haptenos	  sean	  incapaces	  de	  activar	  
por	   sí	   mismos	   al	   SI	   se	   debe	   a	   que,	   salvo	   algunas	   excepciones,	   las	   estructuras	  
antigénicas	   se	   deben	   presentar	   al	   SI	   en	   forma	   de	   antígeno	   multivalente	   para	  
desencadenar	  una	  respuesta	  inmunológica	  específica	  y	  para	  activar	  los	  mecanismos	  
inmunopatológicos	  (Figura	  11).	  Según	  esta	  hipótesis,	  después	  de	  la	  unión	  covalente	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del	   hapteno	   a	   una	   macromolécula	   endógena,	   el	   conjugado	   hapteno-­‐molécula	  
portadora	   puede	   ser	   procesado	   y	   presentado	   por	   las	   CPA	   a	   los	   linfocitos	   para	   la	  
producción	   de	   anticuerpos	   específicos	   que	   pueden	   reaccionar	   contra	   el	  
determinante	   antigénico	   formado	   por	   el	   hapteno	   y	   posiblemente	   por	   algunas	  
regiones	  de	  la	  molécula	  portadora.	  Es	  importante	  destacar	  que	  la	  respuesta	  frente	  a	  
conjugados	  hapteno-­‐molécula	  portadora	  depende	  de	  la	  densidad	  del	  hapteno	  (Park	  
et	  al.,	  1987)	  y	  de	  la	  distribución	  de	  éste	  en	  la	  molécula	  portadora	  (Lee	  et	  al.,	  1985).	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Figura	   11:	  Hipótesis	   del	   hapteno	  propuesta	  por	   Landsteiner	   (Landsteiner	   y	   Jacobs,	  
1935).	  
El	  peso	  molecular	  es	  una	  de	  las	  principales	  características	  que	  determinan	  la	  
capacidad	   inmunogénica	   de	   una	   molécula	   (Park	   et	   al.,	   1987;	   Klaus	   y	   Humphrey,	  
1993)	   pero	   también	   son	   importantes	   su	   naturaleza	   química	   y	   su	   complejidad	  
estructural	  (Baldo	  et	  al.,	  1994).	  En	  general,	  las	  proteínas	  son	  las	  macromoléculas	  con	  
mayor	   capacidad	   inmunogénica	   y	   los	   hidratos	   de	   carbono,	   los	   lípidos	   y	   los	   ácidos	  
nucleicos	  son	  estructuras	  menos	  inmunogénicas.	  No	  se	  conocen	  completamente	  las	  
razones	  por	  las	  que	  las	  moléculas	  de	  mayor	  peso	  molecular	  son	  más	  inmunogénicas	  	  
(Pirmohamed	  y	  Park,	  1996)	  pero	  algunas	  de	  las	  razones	  podrían	  ser	  su	  capacidad	  de	  
persistir	   en	   el	   organismo	   el	   tiempo	   suficiente	   para	   ser	   captadas	   por	   las	   CPA	   y	   la	  
mayor	  probabilidad	  de	  presentar	  múltiples	  epítopos.	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Se	  ha	  podido	  demostrar	  la	  capacidad	  inmunogénica	  de	  ciertos	  conjugados	  de	  
proteínas	  autólogas	  con	  fármacos	  y	  metabolitos	  de	  fármacos	  en	  modelos	  animales	  
(Christie	  et	   al.,	   1988;	  Gill	  et	   al.,	   1997;	   Park	   y	   Kitteringham,	   1990),	   pero	   se	   conoce	  
muy	  poco	  sobre	  la	  naturaleza	  de	  proteínas	  séricas	  y	  celulares	  a	  las	  que	  se	  unen	  los	  
fármacos	  tras	  su	  administración	  en	  el	  organismo	  y	  el	  papel	  que	  desempeñan	  en	  el	  
desarrollo	  de	  la	  respuesta	  inmunológica.	  	  
La	   albúmina	   sérica	   humana	   (HSA)	   siempre	   se	   ha	   considerado	   como	   la	  
principal	  proteína	  diana	  de	  los	  procesos	  de	  haptenización,	  ya	  que	  es	  el	  constituyente	  
proteico	   soluble	   mayoritario	   del	   sistema	   circulatorio	   y	   está	   implicada	   en	   el	  
transporte,	   circulación	   y	   metabolismo	   de	   multitud	   de	   ligandos	   endógenos	   y	  
exógenos	   y	   también	   de	   numerosos	   fármacos	   (Fasano	   et	   al.,	   2005).	   Sin	   embargo,	  
existen	   muchas	   otras	   proteínas	   de	   diferente	   naturaleza	   que	   podrían	   ser	  
haptenizadas	  por	  fármacos	  y	  a	  partir	  de	  algunos	  estudios	  se	  ha	  podido	  observar	   la	  
participación	   de	   otras	   proteínas	   plasmáticas	   y	   celulares	   en	   los	   procesos	   de	  
haptenización.	  Mediante	  técnicas	  proteómicas	  se	  ha	  podido	  identificar	  a	  la	  HSA	  y	  a	  
la	   transferrina	   como	   proteínas	   plasmática	   modificadas	   por	   ampicilina	   (AMP)	   en	  
pacientes	   tratados	   con	   dicho	   fármaco	   (Magi	   et	   al.,	   1995),	   y	   recientemente	   se	   ha	  
estudiado	   mediante	   espectrometría	   de	   masas	   la	   modificación	   de	   la	   HSA	   por	  
flucloxacilina	  (Jenkins	  et	  al.,	  2009),	  piperacilina	  (Whitaker	  et	  al.,	  2011)	  y	  BP	  (Meng	  et	  
al.,	   2011)	   en	   muestras	   generadas	   in	   vitro	   y	   en	   muestras	   séricas	   de	   pacientes	  
tratados	  con	  dichos	  fármacos.	  	  
Otros	  estudios	  han	  propuesto	  la	  formación	  de	  antígenos	  funcionales	  a	  partir	  
del	   metabolismo	   del	   sulfametoxazol	   y	   la	   unión	   de	   los	   metabolitos	   reactivos	  
resultantes	   a	   proteínas	   intracelulares	   (Elsheikh	   et	   al.,	   2010),	   lo	   que	   plantea	   la	  
importancia	  de	  los	  metabolitos	  extrahepáticos	  en	  las	  reacciones	  alérgicas.	  En	  ciertos	  
órganos,	   tales	   como	   la	   piel,	   los	   metabolitos	   producidos	   por	   la	   oxidación	   o	   la	  
fotoactivación	   son	   especialmente	   relevantes	   (Karlberg	   et	   al.,	   2008;	   Andreu	   et	   al.,	  
2010),	   como	   ocurre	   con	   el	   ácido	   2-­‐hidroxi-­‐4-­‐trifluorometilbenzoico	   que	   es	   un	  
metabolito	  del	  triflusal	  que	  se	  une	  covalentemente	  a	  la	  HSA	  tras	  la	  fotoactivación,	  lo	  
que	  proporciona	  un	  mecanismo	  para	  la	  haptenización	  de	  proteínas	  y	  probablemente	  
para	  el	  desarrollo	  de	  la	  fotoalergia	  (Montanaro	  et	  al.,	  2009).	  Otros	  fármacos	  como	  la	  
fenotiacina	   y	   la	   flufenacina	   también	   pueden	   sufrir	   un	   proceso	   de	   fotoactivación	   y	  
formar	   aductos	   que	   pueden	   estar	   involucrados	   en	   la	   fotosensibilidad	   y	   en	   la	  
agranulocitosis	  (Caffieri	  et	  al.,	  2007).	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Finalmente,	   hay	   que	   considerar	   la	   influencia	   de	   ciertas	   alteraciones	  
fisiológicas	  en	  el	  proceso	  de	  haptenización	  por	  fármacos.	  Hay	  estudios	  que	  muestran	  
un	   aumento	   en	   el	   número	   de	   aductos	   de	   proteínas	   con	   sulfametoxazol	   en	  
situaciones	   patológicas	   en	   las	   que	   las	   células	   están	   expuestas	   a	   endotoxinas	  
bacterianas,	   citoquinas	   o	   a	   diferentes	   estímulos	   inflamatorios	   (Lavergne	   et	   al.,	  
2009),	  y	   se	  ha	  descrito	  que	   la	  HSA	  es	   sensible	  a	  modificaciones	  oxidativas	   (Oettl	   y	  
Stauber,	  2007)	  que	  pueden	  alterar	  sus	  propiedades	  de	  unión	  a	  diferentes	  ligandos	  e	  
incluso	  su	  potencial	  inmunogénico	  y	  proinflamatorio	  (Kormoczi	  et	  al.,	  2001),	  aunque	  
son	  necesarios	  más	  estudios	  para	  comprender	  el	  papel	  y	  la	  relevancia	  del	  contexto	  
fisiológico	   y	   de	   los	   diferentes	   factores	   concomitantes	   en	   la	   formación	   de	   aductos	  
entre	  fármacos	  y	  proteínas	  en	  el	  organismo.	  	  
3.1.1. Mecanismos	  de	  haptenización	  
a) Haptenización	  directa	  	  
Existen	  fármacos	  que	  son	  químicamente	  reactivos	  y	  capaces	  de	  reaccionar	  de	  
forma	   covalente	   con	   macromoléculas	   en	   condiciones	   fisiológicas	   para	   formar	  
complejos	   multivalentes	   hapteno-­‐molécula	   portadora,	   como	   ocurre	   con	   las	  
penicilinas	  y	  las	  cefalosporinas	  (Padovan	  et	  al.,	  1996).	  	  
b) Haptenización	  a	  través	  de	  la	  bioactivación	  del	  fármaco	  	  
La	  mayoría	  de	  los	  fármacos	  no	  son	  químicamente	  reactivos	  y	  es	  necesario	  un	  
proceso	  de	  bioactivación	  previo	  para	  obtener	  metabolitos	  químicamente	   reactivos	  
con	   capacidad	   de	   unirse	   covalentemente	   a	   macromoléculas.	   En	   estos	   casos	  
hablamos	   de	   prohaptenos	   y	   un	   ejemplo	   típico	   de	   estos	   fármacos	   es	   el	  
sulfametoxazol	  (Cribb	  y	  Spielberg,	  1993;	  Pichler,	  2003;	  Gruchalla,	  2003).	  	  
Los	   metabolitos	   intermediarios	   reactivos	   pueden	   formarse	   a	   través	   de	  
diferentes	   procesos	   tales	   como	   la	   oxidación,	  mediada	  principalmente	  por	   enzimas	  
de	  la	  familia	  del	  citocromo	  P450	  (Phol	  et	  al.,	  1988;	  Wilson,	  1991),	  la	  acetilación	  o	  la	  
fotoactivación,	   y	   estos	   metabolitos	   ya	   tienen	   capacidad	   de	   unirse	   de	   forma	  
covalente	   a	   macromoléculas	   endógenas	   generando	   complejos	   multivalentes	  
hapteno-­‐molécula	  portadora.	  	  
La	   formación	   de	   estos	   metabolitos	   reactivos	   puede	   ser	   tóxica	   para	   el	  
organismo,	  pero	  en	  la	  mayoría	  de	  los	  individuos	  esta	  generación	  de	  metabolitos	  se	  
puede	   compensar	   gracias	   a	   un	   proceso	   de	   bioinactivación.	   Sin	   embargo,	   en	  
determinadas	  personas	  el	  balance	  entre	  bioactivación	  y	  bioinactivación	  puede	  verse	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afectado	   por	   factores	   genéticos	   o	   por	   otros	   factores	   tales	   como	   infecciones	  
concurrentes	   o	   la	   administración	   de	   otros	   fármacos.	   En	   estas	   situaciones	   de	  
desequilibrio	   los	   metabolitos	   tóxicos	   escapan	   del	   proceso	   de	   bioinactivación	   y	  
provocan	   un	   daño	   celular	   directo	   o	   intervienen	   en	   la	   haptenización	   de	  
macromoléculas	   generando	   neoantígenos	   que	   pueden	   inducir	   una	   respuesta	  	  
inmunológica.	   Las	   causas	   que	   provocan	   este	   desequilibrio	   siguen	   siendo	  
desconocidas	  para	  la	  mayoría	  de	  los	  fármacos.	  	  
3.1.2. Modelos	  de	  reconocimiento	  de	  haptenos	  por	  células	  T	  específicas	  
Los	   procesos	   clave	   en	   una	   respuesta	   inmunológica	   frente	   a	   un	   fármaco	  
comprenden	   un	   proceso	   de	   haptenización,	   el	   procesamiento	   del	   complejo	  
antigénico	  y	  su	  presentación	  a	  las	  células	  que	  regulan	  la	  respuesta	  inmunológica.	  	  
Por	   definición,	   una	   proteína	   modificada	   por	   un	   hapteno	   será	   una	   proteína	  
extraña	   para	   el	   organismo	   y	   será	   reconocida	   como	   tal	   por	   el	   SI.	   Estas	   proteínas	  
haptenizadas	   deben	   ser	   procesadas	   por	   las	   CPA	   antes	   de	   ser	   presentadas	   a	   los	  
linfocitos	   T	   y	   B.	   El	   procesamiento	   consiste	   en	   la	   degradación	   de	   las	   proteínas	   en	  
péptidos	  que	  no	  contienen	  más	  de	  8-­‐15	  aminoácidos	  en	  los	  que	  el	  hapteno	  todavía	  
puede	  estar	  unido	  (Kalish,	  1995)	  y	  que	  son	  presentados	  en	  la	  superficie	  de	  las	  CPA	  
unidos	   de	   forma	   no	   covalente	   a	   las	   moléculas	   del	   complejo	   principal	   de	  
histocompatibilidad	  (CPH).	  	  
Existen	  dos	  vías	  de	  procesamiento	  en	  función	  de	  la	  localización	  extracelular	  o	  
intracelular	  de	  las	  proteínas	  haptenizadas.	  Estas	  vías	  determinan	  si	  los	  péptidos	  y	  los	  
péptidos	  modificados	  son	  presentados	  por	  las	  moléculas	  del	  CPH	  de	  clase	  I	  o	  II	  y	  por	  
tanto	   definirán	   la	   naturaleza	   de	   la	   respuesta	   inmunológica	   (Kalish,	   1995).	   Las	  
moléculas	   del	   CPH	   de	   clase	   I	   se	   expresan	   sobre	   todas	   las	   células	   nucleadas,	   sin	  
embargo,	   la	   expresión	   de	   moléculas	   del	   CPH	   de	   clase	   II	   está	   restringida	   a	   la	  
superficie	   de	   CPA	   tales	   como	   los	   macrófagos,	   células	   B,	   células	   de	   Langerhans	   y	  
células	  dendríticas.	  A	  continuación	  de	  detallan	  las	  dos	  vías	  de	  procesamiento:	  
a) Procesamiento	  de	  antígenos	  intracelulares	  para	  su	  presentación	  asociada	  
al	  CPH	  de	  clase	  I	  
Los	   antígenos	   formados	   por	   fármacos	   o	   metabolitos	   unidos	   a	   proteínas	  
intracelulares	   son	   procesados	   mediante	   degradación	   proteosomal.	   Los	   péptidos	  
generados	   en	   el	   citosol	   se	   transportan	   hacia	   el	   retículo	   endoplásmico	   (RE),	   donde	  
hay	  moléculas	  del	  CPH	  de	  clase	  I	  recién	  sintetizadas	  para	  unirse	  a	  ellos.	  Los	  péptidos	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transportados	  hacia	  el	  interior	  del	  RE	  se	  unen	  de	  manera	  preferente	  a	  las	  moléculas	  
del	   CPH	   de	   clase	   I	   y	   se	   exponen	   en	   la	   superficie	   celular	   donde	   pueden	   ser	  
reconocidos	  por	  linfocitos	  T	  CD8+	  (citotóxicos)	  (Abbas	  et	  al.,	  2008b)	  (Figura	  12).	  	  
b) Procesamiento	   de	   antígenos	   extracelulares	   endocitados	   para	   la	  
presentación	  asociada	  al	  CPH	  de	  clase	  II	  	  
Los	  fármacos	  o	  metabolitos	  unidos	  a	  proteínas	  extracelulares	  son	  captados	  e	  
interiorizados	  en	  endosomas	  por	  CPA.	  Las	  proteínas	  interiorizadas	  se	  degradan	  por	  
acción	  enzimática	  en	  los	  endosomas	  y	  lisosomas.	  Las	  moléculas	  del	  CPH	  de	  clase	  II	  se	  
sintetizan	  en	  el	  RE	  y	  se	  transportan	  a	  los	  endosomas	  donde	  se	  asocian	  a	  los	  péptidos	  
generados.	  Finalmente,	   los	  complejos	  péptido-­‐CPH	  de	  clase	   II	   se	  expresan	  sobre	   la	  
superficie	   de	   las	   CPA	   para	   su	   reconocimiento	   por	   los	   linfocitos	   T	   CD4+	  
(cooperadores),	  que	  a	  su	  vez	  se	  pueden	  subdividir	  en	  linfocitos	  Th1	  y	  Th2	  (Abbas	  et	  
al.,	  2008b)	  (Figura	  12).	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Figura	  12:	  Vías	  de	  procesamiento	  y	  presentación	  de	  antígenos	  por	  las	  CPA.	  En	  la	  vía	  
del	  CPH	  de	  clase	  I	  (recuadro	  superior),	  los	  antígenos	  proteicos	  intracelulares	  son	  procesados	  
mediante	   proteasomas	   y	   los	   péptidos	   se	   transportan	   hacia	   el	   RE,	   donde	   se	   unen	   a	  
moléculas	  del	  CPH	  de	  clase	  I.	  En	  la	  vía	  del	  CPH	  de	  clase	  II	  (recuadro	  inferior),	  los	  antígenos	  
proteicos	  extracelulares	  se	  endocitan	  en	  vesículas	  en	  las	  que	  se	  procesan	  los	  antígenos	  y	  los	  
péptidos	   se	  unen	  a	   las	  moléculas	  del	  CPH	  de	   clase	   II.	   Imagen	   tomada	  de	  Abbas	  et	  al.	   En:	  
Cellular	  and	  Molecular	  Immunology,	  7th	  Ed,	  2012	  (Abbas	  et	  al.,	  2012).	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La	   separación	   entre	   la	   vía	   intracelular	   y	   extracelular	   no	   es	   absoluta.	   De	  
acuerdo	  con	  el	  esquema	  propuesto,	   la	   localización	  de	   los	   fármacos	  determinará	   si	  
forman	   conjugados	   covalentes	   con	   proteínas	   extracelulares	   o	   intracelulares	   y	   por	  
tanto	   si	   son	   procesados	   por	   una	   vía	   u	   otra,	   lo	   que	   dependería	   de	   la	   disposición	  
celular	   del	   fármaco,	   de	   sus	   metabolitos	   reactivos	   y	   de	   las	   vías	   y	   sitios	   de	  
bioactivación	   y	   bioinactivación.	   Según	   este	   modelo,	   las	   reacciones	   alérgicas	  
inmediatas	  se	  desarrollarían	  por	  la	  formación	  de	  conjugados	  covalentes	  de	  fármacos	  
con	  proteínas	   circulantes	  o	  extracelulares	   ya	  que	   son	   los	  que	   interaccionarían	   con	  
los	  linfocitos	  Th2	  que	  activan	  a	  las	  células	  B	  para	  la	  síntesis	  de	  anticuerpos	  IgE.	  
3.2. Concepto	   de	   la	   interacción	   farmacológica	   con	   receptores	  
inmunológicos	  (“p-­‐i	  concept”)	  
La	  hipótesis	  del	  hapteno	  sólo	  se	  ha	  podido	  demostrar	  con	  algunos	  fármacos,	  
por	  ello	  en	   los	  últimos	  años	  se	  ha	  descrito	  un	  nuevo	  modelo	  según	  el	  cual	  existen	  
fármacos	   que	   no	   necesitarían	   unirse	   covalentemente	   a	   una	   macromolécula	   para	  
inducir	  una	   respuesta	   inmunológica,	   sino	  que	  podrían	  unirse	  de	   forma	  directa	   (sin	  
metabolismo	  previo	  del	   fármaco)	  y	   reversible	  a	   receptores	   inmunológicos	  como	  el	  
CPH	   o	   los	   receptores	   de	   células	   T	   (RcT)	   mediante	   fuerzas	   de	   Van	   der	   Waals,	  
interacciones	   electroestáticas	   y	   puentes	   de	   hidrógeno	   (Figura	   13).	   Este	   modelo	  
recibe	   el	   nombre	   de	   interacción	   farmacológica	   con	   receptores	   inmunológicos	   (p-­‐i	  
concept)	  (Pichler,	  2002).	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Figura	  13:	  Activación	  de	  linfocitos	  T	  según	  el	  modelo	  del	  “p-­‐i	  concept”.	  	  El	  fármaco	  
se	   une	   a	   varios	   RcT	   (1)	   con	   la	   suficiente	   afinidad	   para	   desencadenar	   una	   señal.	   La	  
interacción	  fármaco-­‐RcT	  se	  complementa	  con	  la	  interacción	  con	  el	  CPH	  (2).	  Imagen	  tomada	  
de	  Çelik	  G	  et	  al.,	  Drug	  Allergy.	  En:	  Middleton´s	  Allergy,	  7th	  Ed,	  2009	  (Çelik	  et	  al.,	  2009).	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Se	   han	   documentado	   procesos	   de	   presentación	   de	   fármacos	   mediante	  
interacciones	  no	  covalentes	  que	  provocan	  la	  activación	  de	  células	  T	  específicas,	  pero	  
la	   importancia	   real	   de	   este	   mecanismo	   así	   como	   su	   especificidad	   necesitan	   ser	  
confirmadas	  in	  vivo,	  por	  lo	  que	  este	  modelo	  se	  admite	  en	  la	  actualidad	  con	  reservas.	  
Algunos	   de	   los	   fármacos	   para	   los	   que	   se	   ha	   demostrado	   esta	   interacción	  
farmacológica	   directa	   son	   el	   sulfametoxazol	   (Schnyder	   et	   al.,	   1997;	   Nassif	   et	   al.,	  
2002),	   la	   lamotrigina	   (Naisbitt	   et	   al.,	   2003b)	   y	   la	   carbamacepina	   (Naisbitt	   et	   al.,	  
2003a). 	  
El	  modelo	  clásico	  de	  la	  hipótesis	  del	  hapteno	  y	  el	  modelo	  del	  “p-­‐i	  concept”	  no	  
son	   excluyentes,	   de	   hecho	   se	   sabe	   que	   el	   sulfametoxazol,	   la	   lamotrigina	   y	   la	  
carbamacepina	  pueden	   formar	  complejos	  hapteno-­‐molécula	  portadora	  después	  de	  
su	  metabolismo,	  por	  lo	  que	  los	  mecanismos	  implicados	  en	  la	  hipótesis	  del	  hapteno	  y	  
en	  el	  modelo	  del	  “p-­‐i	  concept”	  podrían	  ocurrir	  simultáneamente	  en	  el	  desarrollo	  de	  
una	  respuesta	  alérgica	  (Schnyder	  et	  al.,	  2000).	  	  
3.3. Teoría	   del	   peligro	   e	   importancia	   de	   las	   “señales	   de	   peligro”	   en	   el	  
contexto	  de	  la	  hipótesis	  del	  hapteno	  
El	  principal	  aspecto	  de	  las	  reacciones	  de	  hipersensibilidad	  a	  fármacos	  es	  que	  
una	   pequeña	   modificación	   química	   en	   una	   proteína	   autóloga	   puede	   conducir	   al	  
desarrollo	   de	   una	   repuesta	   inmunológica	   dirigida	   específicamente	   contra	   esa	  
proteína	  modificada,	  que	  en	  última	  instancia	  produce	  daños	  en	  los	  tejidos	  a	  través	  
de	   distintos	   mecanismos	   inmunológicos	   o	   puede	   desencadenar	   una	   respuesta	  
inmunológica	   sin	   provocar	   un	   daño	   tisular.	   De	   acuerdo	   con	   la	   teoría	   del	   peligro	  
propuesta	   por	   Matzinger	   (Matzinger,	   1994),	   el	   SI	   no	   responde	   a	   entidades	  
“extrañas”	  pero	  sí	  a	  entidades	  “peligrosas”.	  Este	  modelo	  sugiere	  que	  la	  fuerza	  motriz	  
del	  SI	  es	  la	  necesidad	  de	  detectar	  el	  peligro	  y	  proteger	  al	  organismo	  frente	  a	  él,	  por	  
lo	   que	   el	   SI	   sólo	   responde	   a	   los	   antígenos	   asociados	   con	   el	   peligro	   que	   en	   este	  
contexto	   se	   puede	   definir	   como	   cualquier	   elemento	   que	   cause	   estrés	   o	   muerte	  
celular.	  	  
De	   acuerdo	   con	   este	   modelo,	   son	   necesarias	   dos	   señales	   para	   que	   se	  
desarrolle	  una	  repuesta	  inmunológica.	  La	  señal	  1	  se	  define	  como	  aquella	  señal	  que	  
se	  produce	  cuando	  un	  receptor	  específico	  de	  un	  antígeno	  (Ig	  o	  	  RcT)	  contacta	  con	  su	  
antígeno,	   y	   la	   señal	   2	   es	   un	   conjunto	   de	   señales	   coestimuladoras	   tales	   como	  
infecciones	   concurrentes,	   la	   exposición	   a	   endotoxinas,	   la	   estimulación	   por	  
citoquinas,	   alteraciones	   metabólicas	   o	   la	   toxicidad	   de	   fármacos,	   y	   que	   se	   han	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denominado	  “señales	  de	  peligro”	  (Lavergne	  et	  al.,	  2009).	  La	  presencia	  o	  ausencia	  de	  
la	  señal	  2	  determina	  que	  se	  produzca	  una	  respuesta	  inmunológica	  o	  un	  mecanismo	  
natural	  de	  tolerancia	  inmunológica	  (Matzinger,	  1994).	  
En	   general	   se	   pueden	   detectar	   aductos	   fármaco-­‐proteína	   en	   personas	   que	  
toleran	   dicho	   fármaco	   y	   sólo	   algunos	   individuos	   llegan	   a	   desarrollar	   una	   reacción	  
alérgica.	   Este	   hecho	   pone	   de	   manifiesto	   la	   importancia	   de	   las	   señales	  
coestimuladoras	  en	  la	  activación	  del	  SI.	  Según	  la	  hipótesis	  del	  hapteno,	  para	  que	  se	  
produzca	   una	   reacción	   alérgica	   a	   un	   fármaco	   es	   necesaria	   la	   haptenización	   de	  
proteínas	  endógenas	  y	  la	  presentación	  de	  los	  nuevos	  epítopos	  a	  las	  células	  T	  por	  el	  
CPH	  (señal	  1)	  y	  en	  el	  contexto	  de	  la	  teoría	  del	  peligro	  sería	  necesaria	  la	  existencia	  de	  
una	  situación	  de	  estrés	  o	  de	  daño	  celular,	  posiblemente	  ocasionada	  por	  el	  fármaco	  o	  
por	  un	  metabolito	  reactivo,	  que	  induciría	   la	   liberación	  de	  factores	  coestimulatorios	  
(señal	  2)	  para	  la	  respuesta	  inmunológica;	  de	  modo	  que	  la	  ausencia	  de	  estos	  factores	  
coestimulatorios	  conllevaría	  una	  situación	  de	  tolerancia	  inmunológica	  (Figura	  14).	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Figura	   14:	   Teoría	  de	   las	   “señales	  de	  peligro”	   aplicada	   al	  mecanismo	  descrito	   en	   la	  
hipótesis	  del	  hapteno.	  
Hay	   estudios	   en	   los	   que	   se	   ha	   observado	   que	   las	   “señales	   de	   peligro”	  
aumentan	   la	   formación	  de	  aductos	   fármaco-­‐proteína	   (Lavergne	  et	  al.,	  2009)	  y	  que	  
los	   factores	   que	   alteran	   las	   condiciones	   redox	   del	   organismo	   pueden	   ser	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importantes	   en	   la	   formación	   de	   aductos	   con	   fármacos	   que	   tienen	   capacidad	   de	  
reaccionar	   con	   grupos	   tioles,	   y	   que	   por	   tanto	   pueden	   ser	   relevantes	   para	   las	  
propiedades	  antigénicas	  de	  dicho	  fármaco	  (Gayarre	  et	  al.,	  2005).	  
4. Reacciones	  alérgicas	  inmediatas	  a	  antibióticos	  betalactámicos	  	  
4.1. Aspectos	  clínicos	  
4.1.1. Características	  generales	  
Las	   reacciones	   alérgicas	   inmediatas	   a	   antibióticos	   BLs	   son	   las	   reacciones	  
alérgicas	   a	   fármacos	   más	   frecuentes	   mediadas	   por	   un	   mecanismo	   inmunológico	  
específico	  y	  pueden	  ser	   inducidas	  por	  cualquiera	  de	   las	  estructuras	  BLs	  disponibles	  
(Antunez	  et	  al.,	  2006b;	  Gueant	  et	  al.,	  2006)	  (Figura	  15).	  Aparecen	  normalmente	  en	  
un	   intervalo	  de	  tiempo	   inferior	  a	  una	  hora	  tras	  de	   la	  administración	  del	   fármaco	  y	  
están	   mediadas	   por	   anticuerpos	   IgE	   que	   reconocen	   específicamente	   estas	  
estructuras	  (Antunez	  et	  al.,	  2006b;	  Gueant	  et	  al.,	  2006;	  Blanca	  et	  al.,	  2009;	  Torres	  y	  
Blanca,	  2010).	  Dentro	  de	  los	  antibióticos	  BLs,	  las	  penicilinas	  son	  los	  fármacos	  con	  un	  
mayor	   consumo	   en	   la	   población	   y	   están	   relacionados	   con	   el	   mayor	   número	   de	  
reacciones	  alérgicas	  inmediatas,	  por	  lo	  que	  han	  sido	  los	  fármacos	  más	  estudiados	  y	  
de	  los	  que	  se	  conoce	  bien	  su	  inmunoquímica,	  empleándose	  como	  fármacos	  modelo	  
para	   estudio	   de	   las	   reacciones	   alérgicas	   a	   otros	   medicamentos	   (Ahlstedt	   y	  
Kristofferson,	  1982).	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Figura	   15:	   Porcentaje	   de	   reacciones	   alérgicas	   inmediatas	   y	   no	   inmediatas	   a	  
antibióticos	  BLs	  según	  un	  estudio	  realizado	  por	  Doña	  et	  al.	  (Doña	  et	  al.,	  2012).	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El	  uso	  clínico	  de	  los	  antibióticos	  BLs	  se	  inició	  con	  la	  administración	  de	  la	  BP	  o	  
penicilina	  G	  a	  un	  paciente	  con	  sepsis	  estafilocócica	  en	  1941	  (Abraham	  et	  al.,	  1992),	  y	  
se	  empezó	  a	  usar	  de	  forma	  masiva	  a	  finales	  de	  la	  Segunda	  Guerra	  Mundial,	  donde	  se	  
hizo	   evidente	   su	   valor	   terapéutico.	   Alrededor	   de	   1945	   empezaron	   a	   detectarse	  
reacciones	  adversas	  atribuidas	  a	  la	  penicilina,	  entre	  las	  que	  se	  registraron	  diferentes	  
manifestaciones	   clínicas	   como	   urticarias,	   eritemas,	   convulsiones	   y	   reacciones	  
anafilácticas	   (Idsoe	   et	   al.,	   1968).	   Unos	   años	   más	   tarde,	   alrededor	   los	   años	   50,	   el	  
número	  de	  casos	  de	  anafilaxia	  se	  incrementó	  y	  desde	  entonces	  se	  dio	  importancia	  a	  
las	   reacciones	   de	   hipersensibilidad	   a	   penicilina,	   no	   considerándose	   inocuo	   el	  
tratamiento	  con	  este	  antibiótico	  (Idsoe	  et	  al.,	  1968).	  
Es	   importante	   considerar	   la	   alergia	   a	   los	   antibióticos	   BLs	   como	   un	   sistema	  
dinámico,	  cuya	   incidencia	  está	  muy	  relacionada	  con	   los	  niveles	  de	  consumo	  de	   los	  
diferentes	   fármacos	   y	   donde	   hay	   que	   tener	   en	   cuenta	   la	   aparición	   de	   nuevos	  
antibióticos,	   la	   existencia	   de	   diferentes	   poblaciones	   de	   diferentes	   edades	   y	   de	  
distintos	   tiempos	   de	   exposición	   (Idsoe	   et	   al.,	   1968;	   Blanca,	   1995).	   Desde	   la	  
introducción	   de	   las	   penicilinas,	   la	   población	   expuesta	   a	   estos	   compuestos	   ha	  
aumentado,	   ha	   cambiado	   y	   se	   ha	   diversificado	   con	   el	   paso	   del	   tiempo	   (Blanca,	  
1995),	  de	  modo	  que	  a	  lo	  largo	  de	  los	  años	  han	  ido	  apareciendo	  reacciones	  alérgicas	  
a	   los	   diferentes	   antibióticos	   BLs	   conforme	   se	   han	   ido	   incorporando	   al	   uso	  
terapéutico.	  Actualmente	  la	  AX	  y	  la	  combinación	  AX-­‐CLV	  son	  los	  antibióticos	  BLs	  que	  
se	  prescriben	  con	  mayor	  frecuencia	  tras	  haber	  desplazado	  de	  forma	  progresiva	  a	  la	  
BP	   (Blanca,	   1995),	   y	   son	   los	   fármacos	   implicados	   con	   mayor	   frecuencia	   en	   las	  
reacciones	  alérgicas	  inmediatas	  (Figura	  16).	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Figura	  16:	  Porcentaje	  de	  reacciones	  alérgicas	  a	  los	  diferentes	  antibióticos	  BLs	  según	  
un	  estudio	  realizado	  por	  Doña	  et	  al.	  (Doña	  et	  al.,	  2012).	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Las	   reacciones	   alérgicas	   inmediatas	   generalmente	   se	   inducen	   a	   dosis	  
terapéuticas	  del	   fármaco,	  aunque	  pueden	  aparecer	  tras	   la	  exposición	  a	  dosis	  bajas	  
como	   las	  usadas	  en	   las	  pruebas	  cutáneas	  o	  a	  cantidades	   ínfimas	  que	  pueden	  estar	  
presentes	   en	   los	   alimentos	   y	   en	   las	   bebidas	   (Blanca	   et	   al.,	   1996;	   Co	  Minh	   et	   al.,	  
2006).	   A	   pesar	   de	   que	   la	   principal	   vía	   de	   sensibilización	   es	   la	   administración	  
terapéutica	  del	  antibiótico,	  existen	  otras	  vías	  de	  sensibilización	  como	  la	  inhalación	  o	  
el	  contacto	  (Moller	  et	  al.,	  1990).	  	  
4.1.2. Epidemiología	  y	  prevalencia	  
No	  se	  conoce	  bien	  la	  prevalencia	  ni	  la	  incidencia	  de	  las	  reacciones	  alérgicas	  a	  
antibióticos	  BLs	  en	   la	  población	  general.	  La	   incidencia	   inicial	  disminuyó	  gracias	  a	   la	  
mejora	   en	   los	   procesos	   de	   producción,	   al	   reducir	   la	   cantidad	   de	   agentes	  
contaminantes	  y	  al	  introducir	  la	  síntesis	  química	  de	  estos	  antibióticos.	  Sin	  embargo,	  
el	  número	  de	  casos	  volvió	  a	  aumentar	  más	  tarde	  debido	  al	  incremento	  del	  tamaño	  
de	  la	  población	  expuesta	  (Ahlstedt,	  1984)	  y	  a	  la	  variedad	  de	  estructuras	  químicas	  de	  
estos	   antibióticos	   necesaria	   para	   aumentar	   su	   espectro	   de	   acción.	   Los	   datos	   de	  
incidencia	   varían	   entre	   los	   diferentes	   estudios	   realizados,	   con	   resultados	  
sobreestimados	   cuando	   los	   pacientes	   sólo	   se	   diagnostican	  por	   su	  historia	   clínica	   y	  
con	   valores	   subestimados	   para	   las	   reacciones	   alérgicas	   reales	   de	   carácter	   leve	   o	  
grave	  (Gomes	  y	  Demoly,	  2005).	  	  
Los	  primeros	  estudios	  de	  prevalencia	  realizados	  mostraron	  que	  la	  frecuencia	  
de	  las	  reacciones	  alérgicas	  a	  penicilinas	  estaba	  comprendida	  entre	  el	  0,7%	  y	  el	  10%,	  
siendo	   la	   frecuencia	  de	   las	   reacciones	  de	  anafilaxia	  del	  0,004-­‐0,015%	   (Idsoe	  et	  al.,	  
1968).	  Los	  estudios	  más	  recientes	  determinaron	  que	  más	  del	  10%	  de	   los	  pacientes	  
que	   toman	   penicilina	   desarrollan	   reacciones	   alérgicas	   y	   desde	   entonces	   se	   han	  
publicado	  numerosos	  estudios	  que	  muestran	  datos	  de	  prevalencia	  en	  función	  de	  los	  
resultados	  de	  las	  pruebas	  cutáneas	  realizadas	  a	  pacientes	  con	  una	  historia	  clínica	  de	  
alergia.	  En	  un	  estudio	  realizado	  por	  Gadde	  et	  al.	  (Gadde	  et	  al.,	  1993),	  se	  obtuvieron	  
resultados	  positivos	  en	  las	  pruebas	  cutáneas	  con	  determinantes	  de	  las	  penicilinas	  en	  
el	  7,1%	  de	  los	  pacientes	  con	  una	  historia	  clínica	  positiva	  y	  un	  1,7%	  de	  ellos	  con	  una	  
historia	   negativa,	   y	   en	   estudios	   realizados	   en	   series	   amplias	   de	   pacientes	   con	  
síntomas	   cutáneos	   se	   observó	   que	   sólo	   en	   el	   19%	   de	   los	   casos	   se	   diagnosticaron	  
finalmente	   como	   una	   reacción	   alérgica	   inmediata	   a	   antibióticos	   BLs	   (Gomes	   y	  
Demoly,	  2005).	  Recientemente	  	  en	  el	  estudio	  realizado	  por	  Doña	  et	  al.	  se	  determinó	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que	   las	  reacciones	  alérgicas	   inmediatas	  a	  antibióticos	  BLs	  representaban	  el	  16,07%	  
del	  total	  de	  reacciones	  de	  hipersensibilidad	  a	  fármacos	  (Doña	  et	  al.,	  2012).	  
4.1.3. Manifestaciones	  clínicas	  
Existen	   diferentes	   manifestaciones	   clínicas	   asociadas	   a	   las	   reacciones	  
alérgicas	   inmediatas	   a	   antibióticos	   BLs,	   siendo	   las	   principales	   entidades	   clínicas	   la	  
urticaria,	  acompañada	  o	  no	  de	  angioedema,	  y	  la	  anafilaxia:	  	  
a) Urticaria	  y/o	  angioedema	  
Estas	  manifestaciones	  clínicas	  se	  limitan	  a	  la	  piel.	  La	  urticaria	  es	  una	  erupción	  
benigna	  y	  transitoria	  caracterizada	  por	  la	  presencia	  de	  pápulas	  y	  placas	  eritematosas	  
y	  edematosas,	  variables	  en	  número	  y	   tamaño,	  con	  bordes	  circunscritos	  y	  elevados	  
sobre	   la	   piel,	   que	   palidecen	   con	   la	   presión	   y	   que	   suelen	   asociarse	   con	   prurito.	   El	  
origen	   de	   la	   urticaria	   es	   la	   presencia	   de	  mediadores	   vasoactivos	   liberados	   por	   los	  
mastocitos	   o	   los	   basófilos	   a	   través	   de	   mecanismos	   muy	   diversos.	   En	   biopsias	   de	  
lesiones	   urticariales	   se	   ha	   observado	   dilatación	   de	   pequeñas	   vénulas	   y	   capilares	  
localizados	   en	   la	   dermis	   superficial,	   ensanchamiento	   de	   pápulas	   dérmicas	   y	  
engrosamiento	   de	   las	   fibras	   de	   colágeno.	   Las	   lesiones	   individuales,	   dispersas	   por	  
todo	  el	  cuerpo,	  persisten	  unas	  24	  horas	  y	  desaparecen	  sin	  dejar	  marcas	  en	  la	  piel.	  El	  
angioedema	   tiene	   su	   origen	   en	   alteraciones	   patológicas	   similares	   a	   las	   anteriores	  
que	   ocurren	   en	   la	   dermis	   profunda	   y	   en	   el	   tejido	   subcutáneo.	   En	   el	   punto	   de	  
localización	  del	  angioedema,	  la	  manifestación	  más	  visible	  es	  la	  hinchazón,	  mientras	  
que	   la	   piel	   presenta	   una	   apariencia	   normal.	   Estas	   dos	   manifestaciones	   clínicas	  
pueden	  aparecer	  de	  forma	  conjunta	  (Adkinson,	  2009).	  
b) Anafilaxia	  
Consiste	  en	  una	  reacción	  sistémica	   inmediata,	  mediada	  por	   IgE	  y	  provocada	  
por	  la	  rápida	  liberación	  de	  potentes	  mediadores	  inflamatorios	  y	  vasoactivos	  por	  los	  
mastocitos	   de	   los	   tejidos	   y	   los	   basófilos	   circulantes.	   Las	   manifestaciones	   clínicas	  
aparecen	   pronto	   tras	   la	   exposición	   al	   fármaco	   y	   es	   necesaria	   la	   afectación	   de	   al	  
menos	  dos	  de	   los	   siguientes	   sistemas	  para	  hablar	  de	  anafilaxia:	   cutáneo	   (urticaria,	  
angioedema,	   enrojecimiento),	   respiratorio	   (edema	   laríngeo,	   broncoespasmo,	  
congestión,	   estornudos),	   cardiovascular	   (aumento	   de	   la	   permeabilidad	   vascular,	  
hipotensión,	   taquicardia,	   arritmias),	   gastrointestinal	   (dolor,	   diarrea,	   vómitos)	   o	  
neurológico	  (pérdida	  de	  consciencia,	  sensación	  de	  muerte	  inmediata,	  mareos,	  dolor	  
de	  cabeza).	  El	  choque	  anafiláctico	  es	  la	  forma	  más	  grave	  de	  la	  anafilaxia	  en	  la	  que	  se	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produce	  una	   insuficiencia	   cardiovascular	   aguda,	   con	   riesgo	  vital	  para	  el	  paciente	  y	  
que	  se	  caracteriza	  por	  hipotensión,	  cianosis,	  mareo,	  sudoración	  profusa	  y	  pérdida	  de	  
consciencia.	  	  
4.2. Aspectos	  químicos	  de	  los	  antibióticos	  betalactámicos	  	  
4.2.1. Definición	  
Los	  antibióticos	  BLs,	  cuyo	  mecanismo	  de	  acción	  es	   la	   inhibición	  de	   la	  última	  
etapa	   de	   la	   síntesis	   de	   la	   pared	   celular	   bacteriana	   (Damaso	   et	   al.,	   1984a),	  
constituyen	  la	  familia	  más	  numerosa	  de	  antimicrobianos	  y	  está	  formada	  por	  un	  gran	  
número	  de	  compuestos	  químicos	  naturales	  o	  semisintéticos	  que	  se	  caracterizan	  por	  
la	  presencia	  de	  un	  anillo	  BL	  en	  su	  estructura	  química.	  	  
Tras	  70	  años	  de	  uso	  clínico,	   los	  antibióticos	  BLs	  son	  los	  antimicrobianos	  más	  
utilizados	   en	   la	   práctica	   clínica,	   tanto	   en	   atención	   primaria	   como	   en	   centros	  
hospitalarios.	   Son	   compuestos	   de	   acción	   bactericida	   lenta,	   relativamente	  
independiente	   de	   la	   concentración	   plasmática,	   que	   en	   general	   tienen	   buena	  
distribución	  y	  presentan	  escasa	  toxicidad	  para	  el	  organismo	  y	  que	  poseen	  un	  amplio	  
margen	   terapéutico.	   Su	   espectro	   de	   acción	   se	   ha	   ido	   ampliando	   a	   lo	   largo	   de	   los	  
años	  con	   la	   incorporación	  de	  nuevas	  moléculas,	  aunque	   la	  progresiva	  aparición	  de	  
resistencias	  adquiridas	  ha	  limitado	  su	  uso	  y	  su	  eficacia	  en	  determinadas	  situaciones.	  	  
4.2.2. Clasificación	  y	  estructura	  química	  
Los	  antibióticos	  BLs	  se	  clasifican	  en	  función	  de	  su	  estructura	  química	  en	  seis	  
grupos:	   penicilinas,	   cefalosporinas,	   carbapenamas,	   cefamas,	   clavamas	   y	  
monobactamas	   (Tabla	   1).	   Dentro	   de	   esta	   clasificación,	   las	   penicilinas	   y	   las	  
cefalosporinas	  son	  los	  dos	  grupos	  principales	  (Figura	  17).	  
La	   estructura	   general	   de	   todos	   los	   BLs	   consiste	   en	   un	   anillo	   BL	   que,	   a	  
excepción	   de	   las	  monobactamas,	   está	   fusionado	   con	   un	   anillo	   de	   tiazolidina	   o	   de	  
dihidrotiacina	  dependiendo	  del	  tipo	  de	  BL	  y	  la	  unión	  de	  ambos	  anillos	  constituye	  el	  
núcleo	   de	   la	   molécula	   (Figura	   17).	   Todos	   estos	   antibióticos,	   salvo	   las	   clavamas,	  
contienen	   una	   cadena	   lateral	   (R1)	   unida	   al	   anillo	   BL,	   y	   algunos	   grupos	   como	   las	  
cefalosporinas,	  carbapenamas	  y	  cefamas	  contienen	  otra	  cadena	  lateral	  (R2)	  unida	  al	  
anillo	   no	   BL.	   Las	   diferencias	   que	   existen	   en	   la	   composición	   del	   núcleo	   y	   de	   las	  
cadenas	   laterales	  de	   los	  distintos	  antibióticos	  BLs,	  en	  mayor	  o	  menor	  medida,	   son	  
suficientes	  para	  que	  sean	  reconocidos	  como	  estructuras	  diferentes	  por	  el	  SI,	  y	  este	  
hecho	  tiene	  consecuencias	  clínicas	  relevantes.	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Debido	   a	   las	   similitudes	   y	   diferencias	   entre	   las	   estructuras	   químicas	   de	   los	  
diferentes	   BLs,	   dentro	   de	   las	   reacciones	   alérgicas	   se	   puede	   diferenciar	   entre	  
pacientes	  que	  reaccionan	  frente	  a	  varios	  BLs	  pertenecientes	  	  al	  mismo	  grupo	  y	  que	  
se	   diagnostican	   como	   pacientes	   con	   reactividad	   cruzada	   frente	   a	   un	   grupo	   de	  
antibióticos	  BLs,	  y	  pacientes	  que	  reaccionan	  únicamente	  frente	  a	  una	  estructura	  BL	  y	  
que	  toleran	  hasta	  dosis	  terapéuticas	  la	  administración	  del	  resto	  de	  BLs	  de	  su	  grupo,	  
en	  cuyo	  caso	  se	  diagnostican	  como	  pacientes	  selectivos	  a	  un	  antibiótico	  BL	  concreto.	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Figura	  17:	  Estructura	  química	  general	  de	  las	  penicilinas	  y	  de	  las	  cefalosporinas.	  
	  
Tabla	  1:	  Clasificación	  y	  estructura	  química	  de	  los	  antibióticos	  BLs.	  
GRUPO	   ESTRUCTURA	  QUÍMICA	  
Penicilinas	  
-­‐	  Núcleo:	  Ácido	  6-­‐aminopenicilánico	   (6-­‐APA)	  	  	  	  
formado	  por	  la	  yuxtaposición	  de	  un	  anillo	  BL	  
y	  un	  anillo	  de	  tiazolidina.	  
-­‐	  Cadena	  lateral	  (R):	  Una	  cadena	  lateral	  
unida	  al	  anillo	  BL	  en	  posición	  6.	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Cefalosporinas	  
-­‐	   Núcleo:	   Ácido	   7-­‐aminocefalosporánico	   (7-­‐
ACA)	   formado	   por	   un	   anillo	   BL	   unido	   a	   un	  
anillo	  de	  dihidrotiacina.	  
-­‐	  Cadena	  lateral	  (R):	  Dos	  cadenas	  laterales	  (R1	  
y	  R2).	  Cadena	   lateral	  R1	  unida	  al	   anillo	  BL	  en	  
posición	   7	   y	   cadena	   lateral	   R2	   en	   posición	   3	  
del	  anillo	  de	  dihidrotiacina.	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GRUPO	   ESTRUCTURA	  QUÍMICA	  
Carbapenamas	  
-­‐	  Núcleo:	  Derivado	  del	  6-­‐APA,	  pero	  carece	  de	  
átomo	   de	   azufre	   en	   posición	   1	   del	   anillo	   de	  
tiazolidina	   y	   en	   su	   lugar	   posee	  un	   átomo	  de	  
carbono.	  	  
-­‐	  Cadena	  lateral	  (R):	  Dos	  cadenas	  laterales	  (R1	  
y	  R2).	  Cadena	   lateral	  R1	  unida	  al	   anillo	  BL	  en	  
posición	   6	   y	   cadena	   lateral	   R2	   en	   posición	   2	  
del	  anillo	  pentamérico.	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Cefamas	  
-­‐	  Núcleo:	  Derivado	  del	  7-­‐ACA,	  pero	  carece	  del	  
átomo	   de	   azufre	   en	   posición	   1	   del	   anillo	   de	  
dihidrotiacina	   y	   en	   su	   lugar	   posee	  un	   átomo	  
de	  oxígeno.	  
-­‐	  Cadena	  lateral	  (R):	  Dos	  cadenas	  laterales	  (R1	  
y	  R2).	  Cadena	   lateral	  R1	  unida	  al	   anillo	  BL	  en	  
posición	   7	   y	   cadena	   lateral	   R2	   en	   posición	   3	  
del	  anillo	  hexamérico.	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Clavamas	  
-­‐	   Núcleo:	   Derivado	   del	   6-­‐APA,	   pero	   el	   anillo	  
BL	   está	   unido	   a	   un	   anillo	   de	   oxazolidina	   en	  
lugar	  de	  a	  uno	  de	  tiazolidina.	  
-­‐	  Cadena	  lateral	  (R):	  Carece	  de	  cadena	  lateral.	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Monobactamas	  
-­‐	  Núcleo:	  Compuesto	  por	  un	  anillo	  BL.	  
-­‐	  Cadena	  lateral	  (R):	  Una	  cadena	  lateral	  unida	  
al	  anillo	  BL	  en	  posición	  4.	   !
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a) Penicilinas	  
Las	  penicilinas	  constituyen	  el	  grupo	  más	  importante	  de	  antibióticos	  BLs	  y	  son	  
la	  primera	  elección	  en	  el	  tratamiento	  de	  muchas	  infecciones	  (Damaso	  et	  al.,	  1984a).	  
Son	  antibióticos	  de	  corto,	  medio	  y	  amplio	  espectro	  de	  acción	  y	  uno	  de	  los	  grupos	  de	  
antibióticos	   menos	   tóxicos	   para	   el	   organismo.	   Existe	   una	   gran	   variedad	   de	  
penicilinas	   que	   difieren	   en	   la	   estructura	   química	   de	   su	   cadena	   lateral,	   la	   cual	  
determina	   el	   espectro	   antibacteriano,	   la	   sensibilidad	   a	   betalactamasas	   y	   la	  
estabilidad	   a	   pH	   ácido	   de	   la	  molécula.	   	   Dentro	   de	   este	   grupo	   podemos	   distinguir	  
entre	  penicilinas	  naturales	   y	   semisintéticas,	   cuya	   clasificación	  y	  estructura	  química	  
se	  detallan	  en	  las	  tablas	  2-­‐3.	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Las	  penicilinas	  naturales	  son	  aquellas	  que	  se	  obtienen	  directamente	  a	  partir	  
del	   cultivo	   de	   Penicillium	   (en	   sus	   inicios	   Penicillium	   notatum	   y	   más	   tarde	   P.	  
chrysogenum)	  y	  son	  la	  penicilina	  G	  y	  la	  penicilina	  V.	  La	  penicilina	  G	  o	  BP	  tiene	  como	  
cadena	   lateral	   ácido	   fenilacético	   y	   es	   el	   derivado	   de	   penicilina	  más	   sencillo.	   En	   el	  
caso	   de	   la	   penicilina	   V	   o	   fenoximetilpenicilina	   la	   cadena	   lateral	   es	   el	   ácido	   2-­‐
fenoxilacético	  que	  le	  confiere	  la	  propiedad	  de	  ser	  estable	  en	  medio	  ácido,	  con	  lo	  que	  
aventaja	  a	  la	  penicilina	  G	  en	  que	  se	  puede	  administrar	  por	  vía	  oral	  (Tabla	  3).	  
Las	   penicilinas	   semisintéticas	   aparecieron	   después	   del	   desarrollo	   de	   la	   BP	  
ante	   la	   necesidad	   de	   mejorar	   la	   absorción	   oral	   y	   hacer	   frente	   a	   la	   aparición	   de	  
resistencias	  bacterianas	  inducidas	  por	  betalactamasas.	  Estas	  penicilinas	  se	  obtienen	  
por	   la	  adición	  de	  distintas	   cadenas	   laterales,	  estructuradas	  por	   síntesis	  química,	  al	  
grupo	  NH2	  del	  ácido	  6-­‐aminopenicilánico	  (6-­‐APA)	  obtenido	  a	  partir	  de	  la	  penicilina	  G	  
o	  V.	  	  
	  
GRUPO	   COMPUESTO	  
Penicilinas	  naturales	   Penicilina	  G	  Penicilina	  V	  
Penicilinas	  
semisintéticas	  
Aminopenicilinas	  
Amoxicilina	  
Ampicilina	  
Bacampicilina	  
Resistentes	  a	  
betalactamasas	  
Cloxacilina	  
Dicloxacilina	  
Flucloxacilina	  
Meticilina	  
Nafcilina	  
Oxacilina	  
Carboxipenicilinas	   Carbenicilina	  Ticarcilina	  
Acilaminopenicilinas	  
Azlocilina	  
Mezlocilina	  
Piperacilina	  
	  
Tabla	  2:	  Clasificación	  de	  las	  penicilinas.	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PENICILINAS	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R	   Compuesto	   R	   Compuesto	  
Penicilinas	  
naturales	  
	  
Penicilina	  G	  o	  
Bencilpenicilina	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Penicilina	  V	  
Penicilinas	  
semisintéticas	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Carbenicilina	  
!
"
#$% 	  
Oxacilidina	  
!
"
#$%
#&
	  
Cloxacilina	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Piperacilina	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Dicloxacilina	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Ticarcilina	  
Tabla	  3:	  Estructura	  química	  de	  las	  penicilinas	  más	  comunes.	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Dentro	  de	  las	  penicilinas	  semisintéticas	  es	  importante	  destacar	  a	  la	  AX,	  ya	  que	  
en	   la	   actualidad	   es	   el	   antibiótico	   con	   un	  mayor	   consumo	   en	   España.	   La	   AX	   es	   un	  
antibiótico	  de	  amplio	  espectro,	   cuya	  actividad	  antibacteriana	  comprende	  bacterias	  
Gram	  positivas	   y	  Gram	  negativas,	   como	  Escherichia	   coli,	   algunas	   cepas	  de	  Proteus	  
mirabilis,	  Haemophilus	  influenzae	  y	  los	  géneros	  Salmonella	  y	  Shigella.	  Sin	  embargo,	  
este	   antibiótico	   no	   es	   estable	   frente	   a	   las	   betalactamasas,	   por	   lo	   que	   no	   puede	  
usarse	  en	  el	  tratamiento	  de	  infecciones	  producidas	  por	  bacterias	  productoras	  de	  las	  
mismas.	   Desde	   la	   introducción	   de	   la	   AX	   en	   el	   año	   1972,	   la	   resistencia	   de	   algunas	  
bacterias	   a	   estos	   antibióticos	   ha	   aumentado,	   tanto	   a	   nivel	   hospitalario	   como	  
extrahospitalario	  y	  este	  hecho	  ha	  llevado	  a	   los	   investigadores	  a	  buscar	   la	  forma	  de	  
mantener	   activo	   el	   antibiótico	   combinándolo	   con	  un	   inhibidor	   de	   las	   enzimas	  que	  
producen	  su	   inactivación.	  De	  este	  modo	  surgió	   la	  combinación	  de	  la	  AX	  con	  el	  CLV	  
(Figura	  18),	  que	  comenzó	  a	  comercializarse	  en	  el	  año	  1981.	  	  
El	   CLV	  pertenece	   al	   grupo	  de	   las	   clavamas	   y	   es	   un	  potente	   inhibidor	   de	   las	  
betalactamasas	   generadas	   por	   bacterias	   Gram	   positivas	   y	   Gram	   negativas,	  
inhibiendo	   principalmente	   a	   las	   penicilinasas	   (Sabath,	   1984;	   Neu	   et	   al.,	   1993),	   sin	  
embargo	   su	   actividad	   bactericida	   es	   débil.	   Su	   capacidad	   inhibitoria	   reside	   en	   la	  
presencia	  del	  anillo	  BL	  en	  su	  estructura	  química,	   lo	  que	   le	  permite	   interactuar	  con	  
las	   betalactamasas.	   Para	   ejercer	   su	   acción	   inhibitoria,	   el	   CLV	   se	   une	   de	   forma	  
covalente	   al	   centro	   catalítico	   de	   las	   betalactamasas	   dando	   lugar	   a	   un	   compuesto	  
inactivo.	   Esta	   acción	   inhibitoria	   es	   de	   tipo	   progresivo	   e	   irreversible,	   por	   lo	   que	  
concentraciones	  pequeñas	  de	  CLV	  pueden	  impedir	   la	   inactivación	  de	  penicilinas	  no	  
resistentes	  (Damaso	  et	  al.,	  1984b).	  Estudios	  in	  vivo	  e	  in	  vitro	  han	  mostrado	  que	  esta	  
asociación	   fortalece	   la	   acción	   bactericida	   de	   la	   AX	   y	   amplía	   su	   espectro	   de	   acción	  
frente	  a	  bacterias	  Gram	  positivas	  y	  Gram	  negativas,	  incluyendo	  bacterias	  resistentes	  
a	  la	  AX	  por	  la	  expresión	  de	  betalactamasas	  (Weber	  et	  al.,	  1984).	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Figura	  18:	  Estructura	  química	  de	  la	  amoxicilina	  (AX)	  y	  del	  ácido	  clavulánico	  (CLV).	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b) Cefalosporinas	  
Las	  cefalosporinas	  son	  antibióticos	  con	  un	  espectro	  de	  acción	  más	  amplio	  que	  
el	  de	  las	  penicilinas	  y	  son	  más	  resistentes	  a	  las	  betalactamasas,	  pero	  algunas	  de	  ellas	  
son	  más	  tóxicas	  para	  el	  organismo	  (de	  Weck,	  1983b).	  Son	  el	  tratamiento	  de	  elección	  
en	  la	  profilaxis	  quirúrgica	  y	  en	  las	  infecciones	  comunitarias	  graves.	  	  
Desde	   el	   punto	   de	   vista	   clínico,	   las	   cefalosporinas	   se	   clasifican	   según	   su	  
desarrollo	   histórico	   y	   algunas	   características	   microbiológicas	   y	   estructurales	  
comunes.	  Esta	  clasificación	  establece	  cuatro	  generaciones	  de	  cefalosporinas	   (Tabla	  
4)	  (Torres	  y	  Blanca,	  2010),	  dentro	  de	  las	  que	  las	  cefalosporinas	  que	  se	  encuentran	  en	  
fase	  de	  desarrollo	  se	  incluyen	  en	  la	  cuarta	  generación.	  	  
	  
GENERACIÓN	  	   COMPUESTO	  
1ª	  generación	  
Cefadroxilo	  
Cefalexina	  
Cefalotina	  
Cefapirina	  
Cefazolina	  
Cefprocilo	  
Cefradina	  
2ª	  generación	  
Cefaclor	  
Cefamandol	  
Cefmetazol	  
Cefminox	  
Cefonicid	  
Ceforanida	  
Cefotetán	  
Cefotiam	  
Cefoxitina	  
Cefuroxima	  
Loracarbacef	  
3ª	  generación	  
Cefdinir	  
Cefetamet	  	  
Cefixima	  
Cefodizima	  	  
Cefoperazona	  
Cefotaxima	  
Cefpiramida	  
Cefpodoxima	  
Cefsulodina	  	  
Ceftacidima	  
Ceftibuteno	  
Ceftizoxima	  
Ceftriaxona	  
4ª	  generación	   Cefepima	   Cefpiroma	   	  
	  
Tabla	  4:	  Clasificación	  de	  las	  cefalosporinas.	  
La	   estructura	   de	   la	   cadena	   lateral	   R1	   de	   las	   cefalosporinas	   de	   primera	   y	  
segunda	  generación	  se	  diseñó	  siguiendo	  la	  experiencia	  adquirida	  con	  las	  penicilinas	  
e	  incluye	  cadenas	  laterales	  de	  tiazolil	  y	  fenilglicil;	  sin	  embargo,	  	  la	  cadena	  lateral	  R1	  
de	   las	   cefalosporinas	   de	   tercera	   y	   cuarta	   generación	   es	   una	   estructura	   de	  
aminotiazol-­‐oxima	   junto	   a	   algunas	   sales	   derivadas	   de	   ácidos	   carboxílicos	   que	  
permiten	  la	  penetración	  a	  través	  de	  la	  pared	  celular	  de	  las	  bacterias	  Gram	  negativas	  
(Tabla	   5).	   Existe	   una	   variedad	   más	   amplia	   en	   la	   estructura	   química	   de	   la	   cadena	  
lateral	   R2	   y	   algunas	   de	   las	   estructuras	   contienen	   grupos	   aminos	   cargados	  
positivamente	  que	  afectan	  a	  las	  propiedades	  farmacológicas	  y	  antibacterianas	  de	  la	  
cefalosporina.	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CEFALOSPORINAS	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Tabla	  5:	  Estructura	  química	  de	  las	  cefalosporinas	  más	  comunes.	  
	  
4.2.3. Antibióticos	  betalactámicos	  como	  haptenos	  
Los	  antibióticos	  BLs	  son	  estructuras	  de	  bajo	  peso	  molecular	  que	  actúan	  como	  
haptenos	   en	   el	   reconocimiento	   por	   el	   SI,	   por	   lo	   que	   es	   necesario	   que	   se	   unan	   a	  
estructuras	  macromoleculares	  para	  poder	  inducir	  una	  respuesta	  inmunológica	  (Eisen	  
et	  al.,	  1952).	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Todos	   los	   BLs	   son	   químicamente	   reactivos	   sin	   necesidad	   de	   un	   proceso	  
metabólico	  previo	  y	  tienen	  la	  capacidad	  de	  unirse	  de	  forma	  espontánea	  a	  proteínas	  
exógenas	  o	  endógenas	  que	  pueden	  ser	  procesadas	  y	  reconocidas	  por	  el	  SI	  (Levine	  y	  
Ovary,	  1961;	  Dewdney,	  1977).	  La	  principal	  vía	  por	  la	  que	  estos	  antibióticos	  se	  unen	  
covalentemente	   a	   las	   proteínas	   es	  mediante	   el	   ataque	   nucleofílico	   del	   anillo	   BL	   a	  
través	   de	   un	   grupo	   amino	   libre	   de	   los	   residuos	   aminoacídicos	   de	   la	   proteína,	  
formándose	  un	  enlace	  tipo	  amida	  entre	  el	  grupo	  carbonilo	  del	  anillo	  BL	  abierto	  y	  el	  
grupo	  amino	  libre	  de	  la	  proteína	  (Figura	  19).	  	  
El	  grado	  de	  haptenización	  de	  las	  proteínas	  por	  antibióticos	  BLs	  depende	  de	  la	  
concentración	  del	  hapteno	  (Warbrick	  et	  al.,	  1995)	  y	  hay	  estudios	  que	  indican	  que	  la	  
cinética	  de	  unión	  varía	  entre	  proteínas	  de	  distinta	  naturaleza,	  siendo	  más	  rápida	  en	  
proteínas	  séricas	  que	  en	  proteínas	  celulares	  (Warbrick	  et	  al.,	  1995).	  	  
4.2.4. Penicilinas	  como	  haptenos	  
Las	   penicilinas	   son	   los	   antibióticos	   BLs	   mejor	   estudiados	   y	   dentro	   de	   este	  
grupo,	  la	  BP	  fue	  el	  primer	  hapteno	  del	  que	  se	  estudió	  su	  inmunoquímica	  en	  detalle	  y	  
que	  tradicionalmente	  ha	  sido	  considerado	  como	  el	  hapteno	  modelo	  para	  el	  estudio	  
de	  las	  reacciones	  alérgicas	  a	  fármacos.	  	  
a) Determinantes	  antigénicos	  
Las	   penicilinas	   son	   moléculas	   reactivas	   frente	   a	   una	   amplia	   variedad	   de	  
compuestos	  nucleófilos,	   y	   como	  consecuencia	  de	   su	  alta	   reactividad	  y	  de	  distintos	  
procesos	  metabólicos	  se	  generan	  diferentes	  metabolitos	  en	  condiciones	  fisiológicas	  
que	  pueden	  ser	  reconocidos	  por	  el	  SI	   (Levine,	  1976;	  Dewdney,	  1977;	  Parker,	  1980;	  
de	  Weck,	  1983b).	  Estos	  metabolitos	  se	  pueden	   formar	  y	  acumular	  en	  viales	  en	   los	  
que	   las	   penicilinas	   estén	   preparadas	   en	   solución	   o	   generarse	   in	   vivo	   tras	   su	  
administración	  en	  el	  organismo.	  	  
En	   diferentes	   trabajos	   de	   investigación	   realizados	   durante	  más	   de	   30	   años	  
(Levine,	   1976;	   Parker,	   1980;	   de	   Weck,	   1983b;	   Edwards	   y	   Aronson,	   2000)	   se	   han	  
identificado	   varios	   determinantes	   antigénicos	   de	   las	   penicilinas	   en	   función	   de	  
modificaciones	   en	   su	   estructura	   química	   y	   en	   el	   punto	   de	   unión	   a	   proteínas	  
portadoras.	   Durante	  muchos	   años,	   el	   determinante	   antigénico	  mejor	   conocido	   ha	  
sido	   el	   bencilpeniciloil	   (BPO),	   que	   se	   forma	   por	   la	   unión	   del	   grupo	   carbonilo	  
resultante	  de	  la	  apertura	  nucleofílica	  del	  anillo	  BL	  con	  un	  grupo	  amino	  libre	  de	  una	  
proteína	  (Levine	  y	  Ovary,	  1961;	  Dewdney,	  1977).	  Debido	  a	  que	  alrededor	  del	  95%	  de	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las	   moléculas	   de	   penicilina	   se	   unen	   de	   este	   modo	   a	   proteínas	   en	   condiciones	  
fisiológicas,	   el	   BPO	   se	   conoce	   como	   el	   determinante	   mayor	   de	   la	   BP.	   El	   mismo	  
proceso	  de	   formación	  del	   determinante	  BPO	   se	  ha	  observado	   con	   la	  AX	   y	   la	  AMP	  
para	   la	   formación	   de	   amoxiciloil	   (AXO)	   y	   ampiciloil	   (APO)	   como	   determinantes	  
mayores	  (Figura	  19),	  y	  por	  extensión	  se	  asume	  que	  estos	  determinantes	  se	  pueden	  
generar	  con	  el	  resto	  de	  penicilinas.	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Figura	  19:	  Mecanismo	  de	  formación	  del	  determinante	  antigénico	  peniciloil.	  Según	  
la	   naturaleza	   de	   la	   cadena	   lateral	   (R)	   de	   la	   estructura	   general	   de	   las	   penicilinas	   nos	  
referimos	  a	  los	  determinantes	  mayores	  bencilpeniciloil	  (BPO),	  amoxiciloil	  (AXO)	  y	  ampiciloil	  
(APO).	  
El	  metabolismo	  de	  las	  penicilinas	  genera	  otros	  determinantes	  antigénicos	  que	  
representan	   sólo	   el	   5%	   del	   total	   de	   los	   metabolitos	   y	   que	   reciben	   el	   nombre	   de	  
determinantes	  menores	  (Dewdney,	  1977).	  Entre	  estos	  últimos	  se	  pueden	  mencionar	  
el	   ácido	   peniciloico,	   penicilenato,	   penicilanil,	   penamaldato,	   penaldato,	   d-­‐
penicilamida	   y	   penicoil	   (Dewdney,	   1977)	   (Figura	   20),	   aunque	   todavía	   no	   se	   ha	  
demostrado	   la	   participación	   directa	   de	   algunos	   de	   estos	   determinantes	   en	   el	  
desarrollo	  de	  las	  reacciones	  de	  hipersensibilidad	  inmediata	  (de	  Weck,	  1983b;	  Baldo	  
y	  Harle,	  1990)	  ni	  su	  relevancia	  clínica	  y	  no	  hay	  estudios	  inmunoquímicos	  detallados	  
que	  prueben	  su	  existencia	  en	  humanos	  (Levine	  y	  Ovary,	  1961;	  Gueant	  et	  al.,	  2006),	  
además	   pueden	   existir	   otros	   determinantes	   menores	   de	   estructura	   aún	  
desconocida.	   El	   término	   de	   determinante	   menor	   sólo	   hace	   referencia	   a	   la	  
abundancia	   con	   la	  que	  aparece	   y	  no	  a	   la	   importancia	   clínica	  o	   inmunológica	  en	  el	  
desarrollo	  de	  las	  reacciones	  alérgicas	  (Sullivan,	  1988),	  ya	  que	  se	  ha	  podido	  confirmar	  
que	  se	  producen	  con	  mucha	  frecuencia	  reacciones	  inmediatas	  en	  respuesta	  a	  alguno	  
de	   los	  determinantes	  menores	  de	   las	  penicilinas	   (Levine,	  1966;	  Levine	  y	  Redmond,	  
1969)	   y	   que	   están	   asociados	   a	  manifestaciones	   clínicas	   graves	   de	   tipo	   anafiláctico	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(Gorevic	  y	  Levine,	  1981).	  Se	  han	  empleado	  diferentes	  determinantes	  antigénicos	  de	  
penicilinas	   en	   la	   realización	   de	   pruebas	   diagnósticas	   in	   vivo	   e	   in	   vitro,	   pero	   los	  
determinantes	  empleados	   y	   los	   resultados	  obtenidos	  no	   son	  equivalentes	  en	   cada	  
una	  de	  estas	  pruebas.	  	  
	  
	  
Figura	  20:	  Estructura	  química	  de	  los	  determinantes	  menores	  de	  las	  penicilinas.	  
A	  partir	  de	  la	  obtención	  de	  anticuerpos	  frente	  a	  penicilinas	  empleando	  como	  
inmunógeno	  el	  fármaco	  conjugado	  a	  una	  macromolécula	  portadora	  se	  ha	  observado	  
que	  tanto	   la	  naturaleza	  de	   la	  molécula	  portadora	   (Blanca	  et	  al.,	  1992)	  como	   la	  del	  
hapteno	  (Blanca	  et	  al.,	  1991)	  puede	  influir	  en	  el	  reconocimiento	  y	  en	  la	  unión	  de	  los	  
anticuerpos	   IgE	   a	   esta	   estructura	   inmunogénica.	   Mediante	   el	   uso	   de	   anticuerpos	  
policlonales	  de	  conejo	   	   (Brandriss	  et	  al.,	  1965;	  Atsumi	  et	  al.,	  1967;	  Girard,	  1968)	  y	  
monoclonales	   de	   ratón	   (de	   Haan	   et	   al.,	   1985;	   Fukushima	   et	   al.,	   1987)	   se	   ha	  
observado	   que	   estos	   anticuerpos	   reconocen	   tres	   regiones	   principales	   que	   se	   han	  
identificado	  como	  epítopos	  de	  la	  molécula	  de	  penicilina	  y	  que	  corresponden	  con	  el	  
anillo	   de	   tiazolidina,	   la	   cadena	   lateral	   y	   la	   región	   formada	   por	   la	   unión	   del	   grupo	  
carbonilo	   del	   anillo	   BL	   abierto	   a	   un	   grupo	   amino	   libre	   de	   una	   proteína,	   que	   se	  
conoce	   como	   nuevo	   determinante	   antigénico	   (de	   Haan	   et	   al.,	   1985)	   (Figura	   21).	  
Estos	   primeros	   estudios	   descritos	   para	   la	   determinación	   de	   los	   epítopos	   se	  
realizaron	   con	   BP,	   y	   posteriormente	   se	   obtuvieron	   resultados	   similares	   con	   otras	  
moléculas	  como	  la	  AMP	  (Girard,	  1968;	   	  Nagakura	  et	  al.,	  1991)	  y	   la	  AX	  (Mayorga	  et	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al.,	   1995;	   Fernandez	   et	   al.,	   1995),	   pudiendo	   hacer	   extensible	   estos	   tres	   epítopos	  
identificados	  a	  todo	  el	  grupo	  de	  las	  penicilinas.	  Además,	  estos	  resultados	  también	  se	  
pudieron	   observar	   en	   trabajos	   realizados	   con	   anticuerpos	   IgE	   específicos	   de	  
pacientes	   alérgicos	   a	   las	   penicilinas	   	   (Van	   Dellen	   et	   al.,	   1971;	   Blanca	   et	   al.,	   1988;	  
Harle	  y	  Baldo,	  1990;	  Blanca	  et	  al.,	  1991;	  Moreno	  et	  al.,	  1995).	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Figura	  21:	  Determinantes	   	  antigénicos	  comunes	   	  de	   las	  penicilinas.	   Imagen	  tomada	  
de	  de	  Haan	  (de	  Haan	  et	  al.,	  1985).	  	  
A	   continuación	   se	   detallan	   las	   características	   de	   estos	   tres	   epítopos	   (Figura	  
21)	   capaces	   de	   ser	   reconocidos	   específicamente	   por	   diferentes	   anticuerpos	   anti-­‐
penicilina,	  si	  bien	  se	  debe	  destacar	  que	  en	  todos	  los	  casos	  es	  necesaria	  la	  estructura	  
completa	  de	  molécula	  de	   la	  penicilina	  para	  poder	  ser	   reconocida	  de	   forma	  óptima	  
por	  el	  anticuerpo.	  	  
•  Anillo	   de	   tiazolidina:	   Estructura	   química	   común	   para	   todas	   las	  
penicilinas.	   Se	  pudo	  demostrar	  que	  era	  uno	  de	   los	  epítopos	  porque	  determinados	  
anticuerpos	   eran	   capaces	   de	   reconocer	   del	   mismo	   modo	   a	   diferentes	   penicilinas	  
independientemente	   de	   la	   estructura	   química	   de	   su	   cadena	   lateral	   y	   de	   que	  
estuvieran	  unidas	  o	  no	  a	  una	  molécula	  portadora	  (de	  Haan	  et	  al.,	  1985).	  
•  Cadena	   lateral:	   Estructura	   química	   que	   diferencia	   a	   la	   distintas	  
penicilinas	  y	  que	  determina	  el	  reconocimiento	  específico	  de	  las	  mismas	  (de	  Haan	  y	  
van	  Ketel,	  1987).	  Después	  de	  diversos	  estudios	  se	  ha	  aceptado	  la	  importancia	  de	  la	  
cadena	  lateral	  como	  determinante	  antigénico,	  particularmente	  en	  las	  reacciones	  de	  
hipersensibilidad	   a	   AX	   (Blanca	   et	   al.,	   1990;	   Romano	   et	   al.,	   1997b;	   Romano	   et	   al.,	  
2000;	  Blanca	  et	  al.,	  2002;	  Romano	  et	  al.,	  2005).	  	  
•  Nuevo	   determinante	   antigénico:	   Estructura	   química	   formada	   por	   la	  
unión	  del	  grupo	  carbonilo	  resultante	  de	  la	  apertura	  nucleofílica	  del	  anillo	  BL	  con	  un	  
grupo	  amino	   libre	  de	  un	  aminoácido,	  generalmente	   lisina,	  de	  una	  proteína	   (Rubin,	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1972).	   La	   existencia	   de	   este	   nuevo	   determinante	   antigénico	   se	   demostró	   tras	  
observar	  que	   la	  penicilina	   conjugada	  a	  una	  proteína	  portadora	  era	   reconocida	  por	  
anticuerpos	  monoclonales	   que	   no	   la	   reconocían	   o	   la	   reconocían	   en	  menor	   grado	  
cuando	  se	  empleaba	  en	  su	  forma	  libre	  (Rubin,	  1972).	  	  
	  
En	  un	  estudio	  detallado	  para	  analizar	  el	   reconocimiento	  de	   la	  estructura	  de	  
los	   antibióticos	   BLs	   por	   anticuerpos	   monoclonales	   (Mayorga	   et	   al.,	   1995)	   se	  
observaron	  varios	  patrones	  de	  reconocimiento	  de	  estos	  anticuerpos,	  que	  se	  podían	  
agrupar	   en	   anticuerpos	   selectivos	   frente	   a	   la	   cadena	   lateral,	   anticuerpos	   que	  
reconocían	   de	   forma	   selectiva	   la	   cadena	   lateral	   y	   parte	   de	   la	   región	   nuclear,	  
anticuerpos	  que	  reconocían	  la	  cadena	  lateral	  con	  reactividad	  cruzada	  con	  la	  de	  otras	  
penicilinas	   y	   cefalosporinas	   y	   anticuerpos	   que	   reconocían	   la	   región	   nuclear	   del	  
antibiótico	  (Figura	  22).	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Figura	  22:	  Regiones	  de	  la	  molécula	  de	  las	  penicilinas	  que	  pueden	  ser	  reconocidas	  por	  
anticuerpos	  anti-­‐penicilina.	  Imagen	  tomada	  de	  Baldo	  et	  al.,	  2001	  (Baldo	  et	  al.,	  2001).	  
	  
b) Importancia	  de	  la	  estructura	  de	  la	  cadena	  lateral	  de	  las	  penicilinas	  
El	   papel	   y	   la	   relevancia	   de	   la	   cadena	   lateral	   de	   las	   penicilinas	   como	  
determinante	   antigénico	   se	  manifiesta	   particularmente	   en	   las	   reacciones	   alérgicas	  
selectivas,	   que	   empezaron	   a	   describirse	   tras	   la	   aparición	   de	   las	   penicilinas	  
semisintéticas	   con	   el	   diagnóstico	   de	   pacientes	   alérgicos	   a	   la	   AX	   que	   toleraban	   la	  
administración	  de	  BP	  hasta	  dosis	   terapéuticas.	  Estos	  estudios	  clínicos	  demostraron	  
que	  la	  AX	  tenía	  capacidad	  de	  inducir	  reacciones	  selectivas	  gracias	  a	  la	  relevancia	  de	  
la	  estructura	  química	  de	  su	  cadena	  lateral	  (Blanca	  et	  al.,	  1990;	  Romano	  et	  al.,	  1997b;	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Romano	   et	   al.,	   2000;	   Blanca	   et	   al.,	   2002;	   Romano	   et	   al.,	   2005;	   Torres	   y	   Blanca,	  
2006b).	   El	   hecho	   de	   que	   la	   cadena	   lateral	   sea	   diferente	   en	   los	   distintos	   tipos	   de	  
penicilinas	   hace	   que	   cualquiera	   de	   estos	   compuestos	   pueda	   generar	   epítopos	  
específicos	   (Nagakura	   et	   al.,	   1990;	   Nagakura	   et	   al.,	   1991;	   Shimizu	   et	   al.,	   1992;	  
Mayorga	  et	  al.,	  1995)	  y	  sea	  capaz	  de	  inducir	  una	  respuesta	  selectiva.	  En	  la	  actualidad	  
se	   ha	   podido	   demostrar	   la	   presencia	   de	   anticuerpos	   IgE	   específicos	   frente	   a	  
diferentes	  antibióticos	  BLs	  (Romano	  et	  al.,	  2000).	  	  
Por	   otro	   lado,	   como	   consecuencia	   de	   la	   similitud	   entre	   las	   estructuras	  
químicas	   de	   todos	   los	   antibióticos	   BLs,	   se	   ha	   demostrado	   que	   existe	   reactividad	  
cruzada	   entre	   distintos	   grupos	   de	   BLs,	   como	   sucede	   entre	   las	   penicilinas	   y	   las	  
cefalosporinas,	   y	   esta	   reactividad	   cruzada	   aumenta	   en	   los	   casos	   en	   los	   que	   las	  
penicilinas	  y	   las	  cefalosporinas	  comparten	   la	  misma	  cadena	   lateral	   (Miranda	  et	  al.,	  
1996).	  
c) Haptenización	  de	  proteínas	  séricas	  y	  celulares	  por	  penicilinas	  
Las	   características	   de	   las	   respuestas	   inmunológicas	   que	   se	   desencadenan	  
frente	   a	   las	   penicilinas	   pueden	   estar	   relacionadas	   con	   diferentes	   aspectos	   del	  
proceso	   de	   formación	   de	   los	   aductos	   inmunogénicos,	   de	   la	   naturaleza	   del	   propio	  
aducto	  y	  de	  las	  características	  de	  su	  captación,	  procesamiento	  y	  presentación	  por	  las	  
CPA	  (DiPiro	  et	  al.,	  1993).	  	  
Se	   han	   realizado	   algunos	   estudios	   enfocados	   en	   la	   caracterización	   de	   los	  
aductos	   inmunógenicos	   formados	   por	   la	   unión	   de	   penicilinas	   a	   moléculas	  
portadoras,	   la	   capacidad	   de	   estos	   aductos	   de	   activar	   el	   SI	   y	   la	   relevancia	  
inmunopatogénica	  de	   los	  mismos,	  pero	  una	  de	   las	  principales	  dificultades	  de	  estos	  
estudios	  son	  las	  limitaciones	  que	  existen	  en	  la	  detección	  de	  los	  aductos	  generados	  in	  
vivo	   en	   organismos	   tratados	   con	   fármacos.	   Los	   primeros	   estudios	   se	   realizaron	  
mediante	   ensayos	   de	   modificación	   in	   vitro	   de	   proteínas	   portadoras	   por	   BP	   en	  
condiciones	   de	   pH	   alcalino	   para	   favorecer	   la	   generación	   de	   los	   aductos	   fármaco-­‐
proteína	   	   (Levine,	   1962)	   porque	   en	   condiciones	   fisiológicas	   la	   formación	   de	   estos	  
aductos	  es	  más	   lenta	  y	  su	  detección	  es	  más	  complicada.	  Este	  hecho	  plantea	  dudas	  
sobre	   cómo	   se	   produce	   la	   conjugación	   in	   vivo	   y	   cuáles	   son	   los	   mecanismos	   de	  
amplificación	  por	  los	  que	  se	  pueden	  desencadenar	  reacciones	  alérgicas	  en	  un	  corto	  
espacio	   de	   tiempo	   desde	   la	   administración	   del	   fármaco	   y	   con	   manifestaciones	  
clínicas	  de	  cierta	  gravedad.	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Como	  se	  ha	  mencionado	  en	  apartados	  anteriores,	  tradicionalmente	  la	  HSA	  se	  
ha	   considerado	   la	   principal	   proteína	   diana	   de	   los	   procesos	   de	   haptenización	   por	  
penicilinas,	   y	   por	   ello	   la	   mayoría	   de	   los	   estudios	   se	   han	   centrado	   en	   la	  
caracterización	   de	   los	   aductos	   peniciloil-­‐HSA.	   Hasta	   el	   momento	   se	   ha	   observado	  
que	   el	   número	   de	   moléculas	   de	   BP	   que	   se	   unen	   covalentemente	   a	   la	   HSA	   es	  
directamente	   proporcional	   a	   la	   concentración	   del	   fármaco	   empleada,	   que	   la	  
detección	  de	  grupos	  peniciloil	  disminuye	  de	  forma	  exponencial	  a	  lo	  largo	  del	  tiempo	  
tras	   la	   interrupción	  del	   tratamiento	  y	  que	   la	  vida	  media	  de	   la	  HSA	  peniciloilada	  es	  
más	   corta	   o	   igual	   que	   la	   de	   la	   HSA	   sin	   modificar	   (Lafaye	   y	   Lapresle,	   1988).	   Con	  
respecto	  a	   los	  estudios	  encaminados	  a	   la	  detección	  e	   identificación	  de	  los	  residuos	  
de	   la	  HSA	  modificados	  por	  antibióticos	  BLs	  hay	  que	  destacar	   los	  primeros	  estudios	  
realizados	  por	  Yvon	  et	  al.	   en	   los	  que	  se	  detectaron	  aductos	  BPO-­‐HSA	  en	  muestras	  
séricas	  de	  pacientes	  tratados	  con	  BP	  o	  en	  muestras	  generadas	  in	  vitro,	  y	  en	  los	  que	  
se	  pudo	  observar	  la	  unión	  de	  grupos	  BPO	  en	  6	  de	  las	  59	  lisinas	  de	  la	  HSA	  (Lys	  190,	  
195,	  199,	  432,	  541	  y	  545)	  mediante	  el	  empleo	  de	  técnicas	  de	  separación	  de	  péptidos	  
tripsinizados	   por	   HPLC	   y	   la	   secuenciación	   de	   péptidos	   mediante	   degradación	   de	  
Edman	  (Yvon	  et	  al.,	  1989;	  Yvon	  et	  al.,	  1990).	  Recientemente	  se	  ha	  caracterizado	  la	  
modificación	  de	  la	  HSA	  por	  flucloxacilina	  (Jenkins	  et	  al.,	  2009),	  piperacilina	  (Whitaker	  
et	  al.,	  2011)	  y	  BP	  (Meng	  et	  al.,	  2011)	  mediante	  ensayos	  de	  espectrometría	  de	  masas	  
en	  tándem	  acoplados	  a	  un	  sistema	  de	  cromatografía	  líquida	  (LC-­‐MS/MS)	  realizados	  
con	  muestras	  séricas	  de	  pacientes	  sometidos	  a	  tratamientos	  prolongados	  con	  estos	  
fármacos	  y	  con	  muestras	  obtenidas	  en	  ensayos	  de	  modificación	  in	  vitro.	  A	  partir	  de	  
estos	  últimos	  trabajos	  se	  han	  podido	  detectar	  aductos	  de	  HSA	  con	  los	  tres	  fármacos	  
estudiados	  y	  se	  han	  identificado	  los	  principales	  residuos	  de	  la	  HSA	  a	  los	  que	  se	  unen	  
cada	  uno	  de	   los	   fármacos,	  siendo	   la	  Lys	  190	  y	  212	  para	   la	   flucloxacilina,	   la	  Lys	  541	  
para	   la	   piperacilina	   y	   Lys	   199	   para	   la	   BP.	   No	   se	   conocen	   todos	   los	   factores	   que	  
determinan	   los	   residuos	  aminoacídicos	  que	   sufren	  una	  modificación	  por	   fármacos,	  
pero	   es	   posible	   que	   la	   unión	   con	   la	   lisina	   esté	   favorecida	   por	   la	   presencia	   de	   una	  
serina	   cercana	   en	   la	   cadena	   polipeptídica	   o	   en	   la	   configuración	   terciaria	   de	   la	  
proteína	  (Yvon	  et	  al.,	  1989;	  Yvon	  et	  al.,	  1990).	  	  
Además	   de	   la	   HSA	   existen	   otras	   proteínas	   séricas	   y	   celulares	   que	   pueden	  
intervenir	   en	   los	   procesos	   de	   haptenización	   y	   en	   la	   inducción	   de	   las	   respuestas	  
inmunológicas,	   pero	   todavía	   se	   conoce	   muy	   poco	   sobre	   su	   naturaleza	   y	   sobre	   el	  
papel	  que	  desempeñan	  en	  el	  desarrollo	  de	  las	  respuestas	  de	  hipersensibilidad.	  En	  un	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trabajo	  realizado	  por	  Lafaye	  et	  al.	  con	  muestras	  de	  sangre	  de	  pacientes	  tratados	  con	  
BP	  se	  detectaron	  grupos	  peniciloil	  en	  una	  fracción	  de	  proteínas	  séricas	  en	  la	  que	  se	  
había	  eliminado	  la	  HSA,	  pero	  no	  se	  identificaron	  las	  proteínas	  modificadas	  (Lafaye	  y	  
Lapresle,	  1988).	  Posteriormente,	  mediante	  electroforesis	  bidimensional	  y	  detección	  
inmunológica,	  se	  identificó	  a	  la	  HSA	  y	  a	  la	  transferrina	  como	  proteínas	  modificadas	  
en	   plasma	   de	   sujetos	   tratados	   con	   AMP	   (Magi	   et	   al.,	   1995).	   También	   se	   han	  
realizado	  algunos	  trabajos	  para	  estudiar	  la	  formación	  de	  determinantes	  antigénicos	  
con	  proteínas	  celulares	  y	  se	  ha	  comprobado	  que	  derivados	  de	  la	  BP	  tienen	  capacidad	  
de	  unirse	  a	   las	  membranas	  de	   los	  macrófagos	   (Binderup	  y	  Arrigoni-­‐Martelli,	   1979;	  
O´Donnell	  et	  al.,	  1991)	  y	  de	  los	  monocitos	  (Watanabe	  et	  al.,	  1986;	  Watanabe	  et	  al.,	  
1987)	  y	  que	  la	  formación	  de	  estos	  determinantes	  antigénicos	  es	  relativamente	  más	  
lenta	  con	  proteínas	  celulares	  que	  con	  proteínas	  séricas	  (Warbrick	  et	  al.,	  1995).	  	  
•  Albúmina	  sérica	  humana	  como	  proteína	  portadora	  
La	  HSA	  es	   la	  proteína	  más	  abundante	  en	  el	  plasma	  y	   representa	  el	  principal	  
determinante	  de	  la	  presión	  oncótica	  plasmática	  y	  el	  modulador	  más	  importante	  de	  
la	  distribución	  de	  fluidos	  entre	  los	  compartimentos	  corporales	  (Peters,	  1996;	  Evans,	  
2002;	   Mendez	   et	   al.,	   2005).	   Esta	   proteína	   tiene	   una	   extraordinaria	   capacidad	   de	  
unión	   a	   ligandos,	   actuando	   como	   reservorio	   y	   vehículo	   para	  muchos	   compuestos	  
endógenos	   y	   exógenos	   (Fasano	   et	   al.,	   2005)	   entre	   los	   que	   se	   incluyen	   una	   gran	  
variedad	   de	   fármacos.	   La	   HSA	   es	   el	   principal	   transportador	   de	   ácidos	   grasos,	  
interviene	   en	   la	   farmacocinética	   de	   muchos	   fármacos,	   proporciona	   modificación	  
metabólica	  para	  algunos	   ligandos,	   representa	   la	  mayor	   capacidad	  antioxidante	  del	  
plasma	   humano	   y	   tiene	   propiedades	   enzimáticas.	   Además,	   la	   HSA	   se	   usa	   como	  
biomarcador	   de	   muchas	   enfermedades	   y	   como	   vehículo	   de	   otras	   moléculas	   para	  
fines	  clínicos,	  biofísicos	  e	   industriales	   (Fasano	  et	  al.,	  2005,	  Ahmed-­‐Ouameur	  et	  al.,	  
2006;	  Ascenzi	  et	  al.,	  2006;	  Varshney	  et	  al.,	  2010;	  Ascenzi	  y	  Fasano,	  2010).	  	  
La	   biosíntesis	   de	   la	  HSA	   comienza	   en	   el	   hepatocito	   con	   la	   producción	   de	   la	  
pre-­‐pro-­‐albúmina	  que	  consiste	  en	  una	  cadena	  polipeptídica	  de	  609	  aminoácidos	  con	  
un	  pro-­‐péptido	  de	  6	  aminoácidos	  en	  el	  extremo	  N-­‐terminal	  precedido	  de	  un	  péptido	  
señal	   de	   18	   aminoácidos	   (Figura	   23).	   Ambos	   péptidos	   se	   eliminan	   durante	   el	  
procesamiento	   de	   la	   proteína	   en	   el	   citoplasma	   del	   hepatocito	   hasta	   obtener	   la	  
proteína	  plasmática	  madura	  formada	  por	  una	  única	  cadena	  de	  585	  aminoácidos,	  con	  
un	  peso	  molecular	  de	  66438	  Da	  (Peters,	  1996)	  y	  con	  una	  vida	  media	  de	  28-­‐36	  días.	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Figura	   23:	   Esquema	   de	   la	   estructura	   de	   la	   cadena	   polipeptídica	   de	   la	   pre-­‐pro-­‐
albúmina	  biosintetizada	  en	  los	  hepatocitos	  y	  de	  la	  albúmina	  plasmática	  madura.	  	  
Los	  residuos	  aminoacídicos	  más	  abundantes	  en	  la	  HSA	  son	  la	  alanina,	  el	  ácido	  
glutámico,	  la	  leucina	  y	  la	  lisina.	  Esta	  proteína	  tiene	  un	  elevado	  número	  de	  residuos	  
ionizados	  que	  determinan	  su	  carga	  total	  y	  que	  favorecen	  su	  solubilidad.	  Los	  residuos	  
de	   naturaleza	   ácida	   superan	   en	   número	   a	   los	   de	   naturaleza	   básica,	   teniendo	   una	  
carga	   neta	   negativa	   por	  molécula	   de	   -­‐15	   a	   pH	   7,0.	   Hay	   que	   destacar	   que	   la	   HSA	  
contiene	   35	   residuos	   de	   cisteína	   que	   forman	   17	   puentes	   disulfuro,	   con	   un	   único	  
residuo	   libre	  de	  cisteína	   localizado	  en	   la	  posición	  34	  que	  es	  muy	   importante	  en	   la	  
función	   antioxidante	   de	   la	   HSA.	   Los	   puentes	   disulfuro	   contribuyen	   de	   forma	  
significativa	   a	   la	   estabilidad	   de	   la	   HSA	   y	   determinan	   su	   larga	   vida	  media	   (Peters,	  
1996).	  	  
La	  estructura	  secundaria	  de	   la	  HSA	  está	   formada	  principalmente	  por	  hélices	  
alfa	  (68%)	  y	  no	  posee	  ninguna	  lámina	  beta.	  La	  HSA	  tiene	  una	  conformación	  globular	  
en	  forma	  de	  corazón	  con	  unas	  dimensiones	  aproximadas	  de	  80	  x	  80	  x	  30	  Å	  (Sugio	  et	  
al.,	  1999)	  y	  está	  constituida	  por	  tres	  dominios	  homólogos	  denominados	  I	  (1-­‐195),	  II	  
(196-­‐383)	  y	  III	  (384-­‐585)	  que	  son	  comparables	  en	  la	  secuencia	  de	  aminoácidos	  y	  en	  
la	   estructura	   terciaria	   y	   secundaria	   (Curry,	   2002;	   Curry,	   2009;	   Ascenzi	   y	   Fasano,	  
2010;	  Varshney	  et	  al.,	  2010).	  Cada	  dominio	  está	  formado	  por	  10	  hélices	  alfa	  y	  están	  
empaquetados	   en	   dos	   subdominios	   separados	   (A	   y	   B)	   formados	   respectivamente	  
por	  6	  y	  4	  hélices	  alfa.	  A	  pesar	  de	  la	  similitud	  estructural,	  cada	  dominio	  interactúa	  con	  
el	  dominio	  adyacente	  de	  distinta	  manera	  por	  lo	  que	  la	  orientación	  de	  los	  dominios	  I-­‐
II	  con	  respecto	  a	  los	  dominios	  II-­‐III	  constituye	  un	  entorno	  muy	  asimétrico	  en	  el	  que	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se	  localizan	  una	  gran	  variedad	  de	  sitios	  de	  unión	  a	  ligandos	  (Curry	  et	  al.,	  1998;	  Sugio	  
et	  al.,	  1999;	  Ascenzi	  y	  Fasano,	  2010)	  (Figura	  24).	  	  
La	   estructura	   de	   la	   HSA	   está	   sometida	   a	   transiciones	   conformacionales	   en	  
diferentes	  condiciones	  de	  pH	  debido	  al	  elevado	  número	  de	  residuos	  ácidos	  y	  básicos	  
de	   su	   secuencia.	   A	   pH	   inferior	   a	   2,7	   adopta	   una	   conformación	   extendida;	   a	   pH	  
comprendido	  entre	  2,7	  y	  4,3	  adquiere	  una	  conformación	  de	  migración	  rápida,	  que	  
se	  caracteriza	  por	  un	  aumento	  de	  su	  viscosidad,	  una	  menor	  solubilidad	  y	  la	  pérdida	  
de	  hélices	  alfa	  con	  respecto	  a	   las	  condiciones	  fisiológicas;	  a	  pH	  comprendido	  entre	  
4,3	   y	   8,0	   presenta	   su	   forma	   neutra	   caracterizada	   por	   la	   estructura	   en	   forma	   de	  
corazón,	  y	  finalmente	  a	  pH	  superior	  a	  8,0	  la	  HSA	  cambia	  su	  conformación	  a	  la	  forma	  
básica	  caracterizada	  por	   la	  pérdida	  de	  hélices	  alfa	  y	  un	  aumento	  de	  la	  afinidad	  por	  
algunos	  ligandos	  con	  respecto	  a	  la	  forma	  neutra	  (Peters,	  1996;	  van	  der	  Vusse,	  2009;	  
Ascenzi	  y	  Fasano,	  2010).	  
	  
Figura	   24:	   Organización	   en	   dominios	   de	   la	   estructura	   de	   la	   HSA.	   En	   el	   panel	  
superior	  se	  muestra	  la	  estructura	  de	  la	  secuencia	  de	  la	  albúmina	  sérica,	  con	  tres	  dominios	  
conservados,	   según	   lo	   asignado	   por	   el	   NCBI	   (código	   de	   entrada	   cd00015).	   En	   el	   panel	  
inferior	   se	   muestra	   la	   estructura	   tridimensional	   de	   la	   HSA	   con	   los	   subdominios	  
representados	   en	   diferentes	   colores,	   las	   coordenadas	   atómicas	   se	   han	   tomado	   del	   PDB	  
(código	  de	  entrada	  1AO6).	  Imagen	  tomada	  de	  Sugio	  et	  al.,	  1999	  y	  Guex	  y	  Peitsch,	  1997.	  	  
La	   HSA	   puede	   sufrir	   varias	   modificaciones	   químicas	   durante	   sus	   larga	   vida	  
media	  que	  pueden	  afectar	  a	  sus	  propiedades	  antioxidantes	  y	  de	  unión	  a	  ligandos,	  y	  
que	  además	  le	  pueden	  conferir	  propiedades	  antigénicas	  (Honma	  et	  al.,	  1991;	  Peters,	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1996;	   Roche	   et	   al.,	   2008).	   Entre	   estas	   modificaciones	   químicas	   se	   encuentran	   la	  
acetilación,	   cisteinilación,	   homocisteinilación,	   nitrosilación,	   nitración,	   oxidación,	  
fosforilación,	  glutationilación	  y	  glicación.	  
4.3. Métodos	  diagnósticos	  
La	   aproximación	   general	   para	   la	   evaluación	   y	   el	   diagnóstico	   de	   sujetos	   que	  
han	  sufrido	  una	   reacción	  de	  hipersensibilidad	   inmediata	   tras	   las	  administración	  de	  
antibióticos	  BLs	   se	  ha	  descrito	  por	   la	  Academia	   Europea	  de	  Alergia	   e	   Inmunología	  
Clínica	  (EAACI)	  (Torres	  et	  al.,	  2003).	  El	  algoritmo	  diagnóstico	  propuesto	  comprende	  
la	   realización	  de	  una	  historia	  clínica	  plausible	  y	  de	  diferentes	  pruebas	  diagnósticas	  
entre	  las	  que	  se	  incluyen	  las	  pruebas	  cutáneas,	  inmunoensayos,	  ensayos	  celulares	  y	  
la	  administración	  controlada	  del	  fármaco	  (Figura	  25).	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Figura	   25:	   Algoritmo	   diagnóstico	   para	   la	   evaluación	   de	   las	   reacciones	   alérgicas	  
inmediatas	  a	  antibióticos	  BLs.	  
El	  primer	  paso	  para	  realizar	  un	  diagnóstico	  clínico	  correcto	  es	  establecer	  una	  
historia	  clínica	  plausible,	  en	  la	  que	  los	  síntomas	  descritos	  tienen	  que	  ser	  compatibles	  
con	  este	  tipo	  de	  reacciones	  y	  aparecer	  en	  un	   intervalo	  de	  tiempo	  inferior	  a	  1	  hora	  
tras	   la	   administración	   del	   fármaco.	   Éste	   es	   un	   aspecto	   muy	   importante	   porque	  
muchas	   de	   las	   variaciones	   detectadas	   entre	   diferentes	   estudios	   clínicos	   están	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relacionadas	   con	   la	   selección	  de	   los	  pacientes,	   con	   la	   falta	  de	  diferenciación	  entre	  
reacciones	   inmediatas	  y	  no	   inmediatas	  e	   incluso	   con	  errores	  en	   la	   clasificación.	   La	  
información	   que	   se	   debe	   incluir	   en	   la	   historia	   clínica	   y	   que	   es	   necesaria	   para	  
establecer	   un	   diagnóstico	   fiable	   comprende	   los	   siguientes	   aspectos:	   síntomas	  
inducidos,	  fármaco	  o	  fármacos	  implicados,	  intervalo	  de	  tiempo	  transcurrido	  entre	  la	  
toma	  del	   fármaco	  y	   la	   aparición	  de	   los	   síntomas,	   intervalo	  de	   tiempo	   transcurrido	  
entre	   la	   aparición	   de	   la	   reacción	   y	   la	   evaluación	   del	   sujeto,	   episodios	   previos,	  
tolerancia	   a	   otros	   fármacos	   y	   procesos	   infecciosos	   por	   los	   que	   han	   sido	  
administrados	  los	  antibióticos	  BLs.	  	  
El	  siguiente	  paso	  para	  establecer	  el	  diagnóstico	  clínico	  de	  estas	  reacciones	  es	  
la	   realización	   de	   diferentes	   pruebas	   diagnósticas	   destinadas	   a	   comprobar	   la	  
activación	  de	  los	  mastocitos	  tisulares	  mediante	  pruebas	  cutáneas	  y	  de	  los	  basófilos	  
circulantes	   mediante	   ensayos	   celulares,	   determinar	   los	   niveles	   de	   IgE	   sérica	  
mediante	   inmunoensayos	   y	   confirmar	   el	   diagnóstico	   mediante	   la	   administración	  
controlada	  del	  fármaco	  (Figura	  26).	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Figura	   26:	   Métodos	   diagnósticos	   para	   la	   evaluación	   de	   las	   reacciones	   alérgicas	  
inmediatas	  a	  antibióticos	  BLs.	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4.3.1. Pruebas	  cutáneas	  
El	  diagnóstico	  de	  las	  reacciones	  alérgicas	  inmediatas	  a	  antibióticos	  BLs	  se	  basa	  
principalmente	  en	  la	  realización	  de	  pruebas	  cutáneas.	  Debido	  a	  que	  durante	  muchos	  
años	   la	  BP	  ha	   sido	  el	   fármaco	  más	   relevante	   implicado	  en	  este	   tipo	  de	   reacciones	  
(Blanca	  et	  al.,	  1994b),	  el	  diagnóstico	  se	  ha	  centrado	  en	  el	  uso	  de	  los	  determinantes	  
mayores	  y	  menores	  de	  la	  BP	  (Matheu	  et	  al.,	  2005;	  Bousquet	  et	  al.,	  2005;	  Romano	  et	  
al.,	   2009;	   Blanca	   et	   al.,	   2009).	   El	   determinante	   mayor	   de	   la	   BP	   empleado	   en	   las	  
pruebas	   cutáneas	   es	   la	   peniciloil-­‐polilisina	   (PPL)	   que	   está	   formado	   por	   la	   BP	  
conjugada	   a	   poli-­‐L-­‐lisina	   (PLL)	   (Levine	   y	  Ovary,	   1961).	   Los	   determinantes	  menores	  
que	  se	  emplean	  de	   forma	  rutinaria	  en	   las	  pruebas	  cutáneas	  se	  han	  comercializado	  
como	   mezcla	   de	   determinantes	   menores	   (MDM)	   (Rodriguez-­‐Bada	   et	   al.,	   2006;	  
Romano	  et	  al.,	  2007;	  Lin	  et	  al,	  2010),	  que	  es	  una	  mezcla	  de	  BP,	  bencilpeniciloato	  y	  
bencilpeniloato	  (Parker	  et	  al.,	  1962;	  Levine	  y	  Redmond,	  1969)	  (Figura	  27).	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Figura	  27:	  Mezcla	  de	  determinantes	  menores	  (MDM).	  
Desde	  finales	  de	  la	  década	  de	  los	  80	  numerosos	  estudios	  mostraron	  que	  la	  AX	  
era	   el	   fármaco	   implicado	   con	   mayor	   frecuencia	   en	   las	   reacciones	   alérgicas	  
inmediatas	   ya	   que	   era	   el	   fármaco	   al	   que	   estaba	   expuesto	   un	   mayor	   número	   de	  
personas	   desplazando	   progresivamente	   a	   la	   BP.	   Este	   hecho	   provocó	   una	  
disminución	   significativa	   en	   la	   sensibilidad	   de	   las	   pruebas	   cutáneas	   realizadas	   con	  
determinantes	  de	   la	  BP	   (PPL	  y	  MDM)	  e	  hizo	  necesario	   incluir	   la	  AX	  en	   las	  pruebas	  
cutáneas	  (Blanca	  et	  al.,	  1990;	  Torres	  et	  al.,	  2001;	  Blanca	  et	  	  al.,	  2007).	  	  
A	  partir	  de	  estas	  observaciones,	  la	  Red	  Europea	  de	  Alergia	  a	  Fármacos	  (ENDA)	  
recomendó	   la	   realización	   de	   las	   pruebas	   cutáneas	   con	   PPL,	   MDM	   y	   AX	   (Weiss	   y	  
Adkinson,	   1988;	   Blanca	   et	   al.,	   1990;	   Silviu-­‐Dan	   et	   al.,	   1993)	   y	   en	   los	   casos	   con	  
resultados	  negativos	  a	  PPL	  y	  MDM	  también	  se	  deben	  realizar	  estas	  pruebas	  con	  BP.	  
Además,	  en	  sujetos	  que	  han	  sufrido	  una	  reacción	  a	  la	  combinación	  de	  AX-­‐CLV	  y	  que	  
muestran	   resultados	   negativos	   para	   PPL,	  MDM	  y	  AX,	   se	   deben	   realizar	   la	   pruebas	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cutáneas	  con	  AX-­‐CLV	  porque	  el	  CLV	  no	  está	  disponible	  comercialmente	  para	  su	  uso	  
en	  humanos	  sin	  combinar	  con	  la	  AX.	  	  
Dentro	  de	  las	  pruebas	  cutáneas	  se	  realizan	  pruebas	  intracutáneas	  (o	  prick)	  e	  
intradérmicas.	   Se	   recomienda	   realizar	   primero	   las	   pruebas	   intracutáneas	   y	   si	   los	  
resultados	  obtenidos	  son	  negativos	  realizar	  las	  intradérmicas.	  En	  la	  tabla	  6	  se	  detalla	  
la	  dosis	  recomendada	  para	  cada	  uno	  de	   los	  reactivos	  empleados	  en	  estas	  pruebas,	  
pero	  en	  casos	  particularmente	  graves	  se	  debe	  reducir	  la	  concentración	  del	  fármaco	  
hasta	  1000	  veces	  como	  medida	  de	  precaución.	  	  
	  
Reactivo	   Concentración	  
PPL	   5	  x	  10-­‐5	  mmol/l	  
MDM	   2	  x	  10-­‐2	  mmol/l	  
BP	   10.000	  UI/ml	  
AX	   20	  mg/ml	  
AMP	   20	  mg/ml	  
Cefalosporinas	   2	  mg/ml	  
	  
Tabla	  6:	  Reactivos	  y	  concentraciones	  máximas	  recomendadas	  para	  la	  realización	  de	  
las	  pruebas	  cutáneas.	  
Con	  respecto	  a	  la	  sensibilidad	  y	  a	  la	  especificidad,	  el	  porcentaje	  de	  resultados	  
positivos	  puede	  variar	  a	  lo	  largo	  del	  tiempo	  y	  al	  comparar	  diferentes	  poblaciones.	  En	  
un	  estudio	  realizado	  con	  una	  misma	  población	  en	  diferentes	  años,	  el	  77,7%	  de	   los	  
pacientes	  evaluados	  tenían	  pruebas	  cutáneas	  con	  resultados	  positivos	  para	  PPL	  y/o	  
MDM	  (Blanca	  et	  al.,	  1990),	  y	  con	  el	  paso	  del	  tiempo	  este	  porcentaje	  descendió	  hasta	  
el	   42,1%	   y	   22,1%	   	   (Torres	   et	   al.,	   2001).	   La	   disminución	   en	   la	   sensibilidad	   de	   las	  
pruebas	   cutáneas	   realizadas	   con	   PPL	   y	  MDM	   se	   ha	   compensado	   progresivamente	  
con	  la	  inclusión	  de	  la	  AX	  pero	  sigue	  sin	  ser	  óptima,	  no	  alcanzando	  valores	  superiores	  
al	   70%	   (Torres	   et	   al.,	   2001;	   Blanca	   et	   al.,	   2007)	   (Figura	   28).	   Sin	   embargo,	   la	  
especificidad	  de	  las	  pruebas	  cutáneas	  para	  estos	  haptenos	  no	  ha	  variado	  a	  lo	  largo	  
del	  tiempo	  y	  se	  sitúa	  alrededor	  del	  97%.	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Figura	   28:	   Variación	   de	   la	   sensibilidad	   de	   las	   pruebas	   cutáneas	   realizadas	   con	  
determinantes	  BLs	  a	  lo	  largo	  del	  tiempo.	  
	  
4.3.2. Pruebas	  in	  vitro	  
a) Inmunoensayos	  
Los	   inmunoensayos	   son	   los	   métodos	   que	   se	   emplean	   en	   la	   detección	   de	  
anticuerpos	   IgE	   específicos	   frente	   a	   BLs.	   En	   estos	   ensayos	   se	   usa	   una	   fase	   sólida	  
(sefarosa,	  discos	  de	  celulosa)	  a	  la	  que	  está	  unida	  una	  molécula	  portadora	  (PLL,	  HSA,	  
aminoespaciadores),	   a	   la	   que	   se	   conjuga	   el	   antibiótico	   BL	   de	   interés	   (BP,	   AX	   y	  
cefalosporinas)	  (Blanca	  et	  al.	  1992;	  Garcia	  et	  al.,	  1997;	  Torres	  et	  al.,	  2003).	  	  
En	   los	   análisis	   de	   rutina	   se	   emplea	   una	   plataforma	   comercial	   de	  
fluoroinmunoensayo	  (“CAP	  System	  FEIA	  method”,	  Phadia)	  que	  cuenta	  con	  una	  fase	  
sólida	   de	   alta	   capacidad	   de	   superficie	   donde	   el	   hapteno	   está	   unido	  mediante	   un	  
espaciador.	   La	   cuantificación	   de	   los	   anticuerpos	   IgE	   específicos	   con	   este	   método	  
abarca	   valores	   comprendidos	   entre	   0,01-­‐100	   kUA/l	   (“A”	   representa	   anticuerpos	  
específicos	   frente	   al	   antígeno),	   con	   un	   valor	   de	   corte	   de	   0,35	   KUA/l	   para	   los	  
resultados	  positivos,	   y	  donde	  valores	   superiores	  a	  0,10	  kUA/l	   son	   indicativos	  de	   la	  
sensibilización	   del	   individuo.	   La	   especificidad	   de	   este	   método	   está	   comprendida	  
entre	  el	  83,3%	  y	  el	  100%	  y	  la	  sensibilidad	  entre	  el	  12,5%	  y	  el	  45%,	  en	  función	  de	  las	  
manifestaciones	  clínicas	  y	  de	   los	   resultados	  de	   las	  pruebas	  cutáneas	   (Blanca	  et	  al.,	  
2001).	   Existen	   estudios	   recientes	   que	   muestran	   una	   tendencia	   general	   a	   la	  
disminución	   de	   la	   sensibilidad	   de	   esta	   técnica,	   posiblemente	   relacionada	   con	   la	  
relevancia	   que	   están	   adquiriendo	   nuevas	   estructuras	   BLs	   en	   el	   desarrollo	   de	   las	  
reacciones	  de	  hipersensibilidad	  inmediata	  (Macy	  et	  al.,	  2010).	  
En	   algunos	   laboratorios	   también	   se	   realiza	   un	   radioinmunoensayo	   (RIA)	   no	  
comercial	   para	   la	   determinación	   de	   anticuerpos	   IgE	   específicos	   conocido	   como	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prueba	  radioalergoabsorbente	  (RAST).	  En	  este	  método	  se	  emplean	  como	  fase	  sólida	  
discos	   de	   celulosa	   activados	   con	   bromuro	   de	   cianógeno	   a	   los	   que	   se	   une	   una	  
molécula	   portadora	   conjugada	   con	   el	   hapteno	   de	   interés.	   Los	   valores	   de	  
especificidad	  del	  RAST	  están	  comprendidos	  entre	  el	   80-­‐95%	   (Torres	  et	  al.,	   2001)	  y	  
los	   de	   sensibilidad	   se	   sitúan	   alrededor	   del	   50%	   (Torres	  et	   al.,	   2001;	   Blanca	   et	   al.,	  
2009).	  Con	  objeto	  de	  mejorar	   la	   sensibilidad	  de	  estas	  pruebas	   se	  están	   realizando	  
estudios	   centrados	   en	   el	   empleo	   de	   estructuras	   dendriméricas	   como	   moléculas	  
portadoras	  a	  las	  que	  se	  conjugan	  antibióticos	  BLs,	  entre	  los	  que	  hay	  trabajos	  en	  los	  
que	   se	   han	   empleado	   nanoconjugados	   formados	   por	   dendrímeros	   de	  
poliaminoamida	  (PAMAM)	  unidos	  a	  BP	  (Montañez	  et	  al.,	  2008)	  o	  trabajos	  en	  los	  que	  
se	   ha	   analizado	   la	   posibilidad	   de	   incluir	   espaciadores	   para	   aumentar	   la	   distancia	  
entre	   los	   nanoconjugados	   y	   la	   fase	   sólida	   o	   el	   empleo	   de	   nuevas	   fases	   sólidas	  
diferentes	  a	  los	  tradicionales	  discos	  de	  celulosa	  (Ruiz-­‐Sanchez	  et	  al.,	  2012).	  
b) Ensayos	  celulares	  
El	   test	   de	   activación	   de	   basófilos	   (TAB)	   es	   un	   ensayo	   celular	   cuyo	   uso	   está	  
aumentando	   de	   forma	   progresiva	   en	   el	   diagnóstico	   de	   las	   reacciones	   alérgicas	  
inmediatas.	   Se	   basa	   en	   la	   capacidad	   de	   los	   basófilos	   activados	   de	   expresar	   en	   su	  
superficie	  marcadores	  de	  activación	  tales	  como	  el	  CD63	  o	  el	  CD203c,	  que	  pueden	  ser	  
detectados	  mediante	  citometría	  de	  flujo.	  	  
Este	  método	  tiene	  una	  sensibilidad	  del	  48,6%	  y	  una	  especificidad	  del	  93%	  con	  
los	  antibióticos	  BLs	   (Sanz	  et	  al.,	  2002;	  Torres	  et	  al.,	  2004).	  Se	  ha	  observado	  que	   la	  
sensibilidad	  de	  este	  ensayo	  es	  mayor	  cuando	  se	  emplean	  como	  reactivos	  haptenos	  
sin	   conjugar	   previamente	   a	   una	  molécula	   portadora	   (Torres	   et	   al.,	   2004),	   aunque	  
todavía	   no	   se	   conoce	  bien	  el	  mecanismo	  por	   el	   que	  estos	   haptenos	   interaccionan	  
con	   las	   moléculas	   de	   IgE	   específica	   unidas	   a	   la	   superficie	   de	   los	   basófilos	   para	  
desencadenar	  su	  activación.	  	  
4.3.3. Administración	  controlada	  de	  fármaco	  
Las	  pruebas	  de	  administración	  controlada	  de	  fármaco	  sólo	  se	  pueden	  realizar	  
en	  pacientes	  con	  pruebas	  cutáneas	  y	  pruebas	   in	  vitro	  negativas,	  que	  no	  presenten	  
ningún	   factor	   de	   riesgo	   y	   en	   los	   sea	   imprescindible	   obtener	   un	   diagnóstico	  
confirmado	  (Bousquet	  et	  al.,	  2008).	  	  
Es	   una	   prueba	   a	   simple	   ciego	   controlada	   con	   placebo	   y	   se	   realiza	   bajo	   una	  
estricta	  supervisión	  hospitalaria	  y	  con	  acceso	  a	  una	  sala	  de	  emergencias	   (Torres	  et	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al.,	   2003;	   Blanca	   et	   al.,	   2009).	   La	   administración	   del	   fármaco	   se	   realiza	   a	   dosis	  
crecientes	  hasta	  alcanzar	  la	  dosis	  terapéutica,	  con	  un	  intervalo	  mínimo	  de	  tiempo	  de	  
30	  a	  60	  minutos	  entre	  cada	  administración.	  La	  dosis	  recomendada	  de	  cada	  fármaco	  
para	   la	   realización	   de	   esta	   prueba	   se	   muestra	   en	   la	   tabla	   7,	   pero	   en	   el	   caso	   de	  
pacientes	  que	  hayan	  sufrido	  una	  reacción	  grave	  la	  dosis	  inicial	  del	  fármaco	  debe	  ser	  
inferior.	  
Estudios	  recientes	  muestran	  que	  debido	  a	  que	  la	  sensibilidad	  de	  las	  pruebas	  
cutáneas	  y	  de	  los	  métodos	  in	  vitro	  no	  es	  óptima,	  más	  del	  30%	  de	  los	  pacientes	  con	  
reacciones	   alérgicas	   inmediatas	   a	   antibióticos	   BLs	   no	   podrán	   ser	   diagnosticados	  
correctamente	   si	   no	   se	   someten	   a	   una	   administración	   controlada	   de	   fármaco	  
(Bousquet,	  2008).	  
	  
Reactivo	   Concentración	  
BP	   10
3,104,105,	  5	  x	  10-­‐5	  UI/ml	  
Dosis	  acumulada	  6	  x	  10-­‐5	  UI/ml	  
AX	   5,	  50,	  100,	  150,	  200	  mg	  Dosis	  acumulada	  (500	  mg)	  
AMP	   5,	  50,	  100,	  150,	  200	  mg	  Dosis	  acumulada	  (500	  mg)	  
Cefalosporinas	   5,	  50,	  100,	  150,	  200	  mg	  Dosis	  acumulada	  (500	  mg)	  
	  
Tabla	  7:	  Reactivos	  y	  concentraciones	  recomendadas	  en	  la	  administración	  controlada	  
del	  fármaco.	  
4.3.4. Comparación	  entre	  diferentes	  métodos	  diagnósticos	  
Los	   métodos	   diagnósticos	   descritos	   se	   pueden	   considerar	   generalmente	  
complementarios	  o	  en	  algunos	  casos	  alternativos,	  como	  es	  el	  caso	  de	  las	  pruebas	  in	  
vitro	  como	  primera	  elección	  diagnóstica	  en	  pacientes	  que	  han	  sufrido	  una	  reacción	  
grave.	   Diferentes	   estudios	   realizados	   a	   lo	   largo	   de	   los	   años	   han	   mostrado	   una	  
concordancia	  variable	  entre	  las	  pruebas	  cutáneas	  y	  las	  pruebas	  in	  vitro.	  	  
En	  antiguos	   trabajos	   realizados	  por	  Kraft	  et	  al.	   (Kraft	   y	  Wide,	  1976;	  Kraft	  et	  
al.,	  1977;	  Kraft	  et	  al.,	  1981)	  y	  Basomba	  et	  al.	  (Basomba	  et	  al.,	  1979)	  se	  encontró	  una	  
buena	  correlación	  entre	   las	  pruebas	  cutáneas	  y	  el	  RAST	  a	  BP,	  pero	  en	   los	  casos	  en	  
los	  que	  las	  pruebas	  cutáneas	  sólo	  eran	  positivas	  a	  los	  determinantes	  menores	  de	  la	  
BP	  los	  resultados	  eran	  variables.	  En	  estudios	  comparativos	  posteriores	  en	  los	  que	  se	  
emplearon	   en	   los	   inmunoensayos	   PLL	   y	   aminoespaciadores	   como	   moléculas	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portadoras	  se	  siguió	  detectando	  una	  buena	  correlación	  entre	   las	  pruebas	   in	  vitro	  y	  
las	  pruebas	  cutáneas	  (Blanca	  et	  al.,	  1992;	  Blanca	  et	  al.,	  1994a),	  siendo	  la	  sensibilidad	  
de	   las	   pruebas	   cutáneas	   superior	   a	   la	   de	   las	   pruebas	   in	   vitro.	   Sin	   embargo,	   hay	  
estudios	  más	  recientes	  en	  los	  que	  se	  ha	  podido	  observar	  un	  número	  considerable	  de	  
pacientes	   con	   una	   historia	   clínica	   de	   alergia	   a	   penicilinas	   con	   pruebas	   cutáneas	  
negativas	  y	  pruebas	  in	  vitro	  positivas,	  a	  pesar	  de	  que	  la	  sensibilidad	  de	  las	  pruebas	  in	  
vitro	  es	  generalmente	  inferior	  (Torres	  et	  al.,	  2002;	  Gamboa	  et	  al.,	  2004).	  	  
Con	  respecto	  al	  TAB,	  en	  un	  estudio	  multicéntrico	  realizado	  por	  el	  grupo	  ENDA	  	  
(de	   Weck	   et	   al.,	   2006)	   se	   observó	   que	   en	   pacientes	   con	   una	   historia	   clínica	   de	  
reacción	   alérgica	   a	   BLs	   y	   pruebas	   cutáneas	   positivas,	   sólo	   el	   48-­‐51%	   de	   los	   casos	  
tenían	   un	   TAB	   con	   resultados	   positivos	   y	   una	   determinación	   de	   IgE	   específica	  
positiva	  en	  el	  38%	  de	  los	  casos.	  	  
Aunque	  las	  pruebas	  diagnósticas	  in	  vitro	  aportan	  información	  diagnóstica	  útil	  
y	   complementaria,	   las	   pruebas	   cutáneas	   siguen	   siendo	   las	   primera	   elección	  
diagnóstica	  a	  menos	  que	  estén	  contraindicadas	  por	  las	  características	  del	  paciente.	  
4.3.5. Evolución	  a	  lo	  largo	  del	  tiempo	  
Cuando	  se	  desarrolla	  una	  reacción	  alérgica	  inmediata	  se	  produce	  un	  aumento	  
en	   los	   niveles	   de	   los	   anticuerpos	   IgE,	   pero	   se	   ha	   observado	   que	   estos	   elevados	  
niveles	   de	   IgE	   persisten	   en	   el	   organismo	   durante	   un	   breve	   período	   de	   tiempo	   en	  
comparación	   con	   los	   de	   IgG	   (Dessein	   et	   al.,	   1980).	   Este	   hecho	   determina	   que	   el	  
intervalo	   de	   tiempo	   transcurrido	   entre	   el	   episodio	   alérgico	   y	   la	   evaluación	  
diagnóstica	  del	  paciente	  sea	  un	  factor	  muy	  importante	  en	  los	  resultados	  obtenidos	  y	  
en	   la	   interpretación	   de	   los	   mismos,	   y	   que	   se	   traduce	   en	   una	   disminución	   de	   la	  
sensibilidad	   de	   los	   métodos	   diagnósticos	   con	   el	   transcurso	   del	   tiempo	   desde	   el	  
último	  episodio	  alérgico	  del	  paciente.	  	  
Existen	   estudios	   en	   los	   que	   se	   ha	   realizado	   un	   seguimiento	   a	   lo	   largo	   del	  	  
tiempo	  de	   los	  resultados	  de	   las	  pruebas	  cutáneas	  y	  de	   los	  niveles	  de	  IgE	  específica	  
en	  pacientes	  alérgicos	  a	  antibióticos	  BLs,	  en	  los	  que	  se	  ha	  observado	  una	  tendencia	  a	  
la	   negativización	   de	   los	   resultados	   que	   es	  más	   pronunciada	   en	   aquellos	   pacientes	  
con	   una	   reacción	   selectiva	   en	   comparación	   con	   los	   pacientes	   alérgicos	   con	  
reactividad	  cruzada	  entre	  varios	  fármacos	  (Posadas	  et	  al.,	  1997;	  Blanca	  et	  al.,	  1999;	  
Fernandez	   et	   al.	   2009).	   Según	   estos	   trabajos,	   el	   50%	   de	   las	   pruebas	   cutáneas	  
positivas	   a	   AX	   se	   negativizaban	   después	   de	   3	   años	   y	   el	   100%	   después	   de	   5	   años	  
(Blanca	  et	   al.,	   1999);	  mientras	   que	   en	   el	   caso	   de	   las	   pruebas	   cutáneas	   positivas	   a	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determinantes	  de	  BP,	  el	  50%	  de	  los	  pacientes	  seguían	  teniendo	  resultados	  positivos	  
después	   de	   5	   años.	   Los	   resultados	   de	   las	   pruebas	   in	   vitro	   también	   seguían	   esta	  
tendencia,	  detectándose	  una	  negativización	  más	  rápida	  de	  los	  resultados	  del	  TAB	  en	  
comparación	  con	  los	  del	  RAST	  (Fernandez	  et	  al.,	  2009)	  (Figura	  29).	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Figura	  29:	  Comparación	  del	  análisis	  de	  supervivencia	  del	  RAST	  y	  del	  TAB	  durante	  un	  
período	  de	  seguimiento	  de	  4	  años.	  Imagen	  tomada	  de	  Fernandez	  et	  al.,	  2009.	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Las	   reacciones	   alérgicas	   a	   fármacos	   constituyen	   un	   problema	   sanitario	   de	  
relevancia,	  afectan	  a	  un	  porcentaje	  significativo	  de	  la	  población	  expuesta	  y	  suponen	  
una	  importante	  sobrecarga	  para	  los	  servicios	  sanitarios	  públicos	  (Thong	  et	  al.,	  2003;	  
Gomes	  y	  Demoly,	  2005).	  En	  España	  existen	  unidades	  especializadas	  en	  los	  servicios	  
de	  alergología	  con	  una	  gran	  experiencia	  en	  la	  evaluación	  de	  este	  tipo	  de	  reacciones.	  
En	   los	   últimos	   6	   años	   se	   ha	   evaluado	   a	   5.000	   pacientes	   con	   una	   posible	   historia	  
clínica	  de	  alergia	  a	  fármacos	  en	  el	  Servicio	  de	  Alergología	  del	  Hospital	  Carlos	  Haya	  de	  
Málaga,	  de	  los	  que	  finalmente	  el	  37%	  tuvieron	  un	  diagnóstico	  confirmado	  de	  alergia	  
a	   fármacos	   (Doña	   et	   al.,	   2012),	   datos	   que	   coinciden	   con	   los	   obtenidos	   en	   otros	  
estudios	  realizados	  con	  pacientes	  hospitalizados	  (Sastre	  et	  al.,	  2012).	  	  
El	  diagnóstico	  de	  una	   reacción	  alérgica	  a	   fármacos	   conlleva	   la	  utilización	  de	  
medicación	   alternativa,	   en	   muchos	   casos	   menos	   eficaz,	   más	   tóxica	   y	   más	   cara	  
(Sastre	   et	   al.,	   2012);	   además	   el	   uso	   de	   antibióticos	   alternativos	   que	   no	   son	   de	  
primera	  elección	  para	  el	  tratamiento	  de	  determinados	  procesos	  infecciosos	  conlleva	  
un	  aumento	  del	  riesgo	  de	  sufrir	  infecciones	  por	  microorganismos	  resistentes	  (Lee	  et	  
al.,	  2000).	  Por	  ello	  es	  de	  gran	   importancia	   realizar	  un	  correcto	  diagnóstico	  de	  este	  
tipo	   de	   reacciones	   para	   aumentar	   la	   seguridad	   de	   los	   pacientes	   en	   futuros	  
tratamientos	   farmacológicos	   y	   conseguir	   un	   ahorro	   económico	   para	   el	   sistema	  
sanitario.	  	  
Las	   reacciones	   alérgicas	   inmediatas	   a	   antibióticos	   BLs	   son	   las	   reacciones	   de	  
hipersensibilidad	   más	   frecuentes	   mediadas	   por	   un	   mecanismo	   inmunológico	  
específico	  y	  su	  abordaje	  diagnóstico	  es	  complejo	  y	  está	  basado	  en	  la	  realización	  de	  
pruebas	   cutáneas,	   que	   carecen	  de	  una	   sensibilidad	  óptima,	   y	  de	   la	   administración	  
controlada	  de	  fármacos	  (Torres	  y	  Blanca,	  2010;	  Demoly	  et	  al.,	  2010;	  Romano	  et	  al.,	  
2011;	  Rubio	  et	  al.,	  2012).	  Estas	  pruebas	  diagnósticas	  no	  están	  exentas	  de	  riesgo	  para	  
el	  paciente	  por	  lo	  que	  para	  su	  realización	  es	  necesario	  personal	  sanitario	  entrenado	  
y	   tener	  acceso	  a	  una	   sala	  de	  emergencias.	  Debido	  a	  que	  no	   se	  dispone	  de	  ningún	  
método	   diagnóstico	   in	   vitro	   con	   la	   suficiente	   sensibilidad	   para	   reemplazar	   a	   las	  
pruebas	  cutáneas	  en	  la	  práctica	  clínica	  diaria,	  el	  coste	  económico	  de	  la	  evaluación	  de	  
estos	   pacientes	   es	   excesivo	   para	   los	   sistemas	   sanitarios,	   siendo	   prioritario	   el	  
desarrollo	  de	  métodos	  in	  vitro	  con	  una	  sensibilidad	  y	  una	  especificidad	  óptimas	  que	  
permitan	  realizar	  un	  diagnóstico	  rápido,	  no	  invasivo,	  ambulatorio,	  menos	  costoso	  y	  
exento	  de	  riesgo	  para	  el	  paciente.	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Los	  hábitos	  de	  prescripción	  de	  los	  antibióticos	  BLs	  están	  sometidos	  a	  cambios	  
a	  lo	  largo	  del	  tiempo	  conforme	  aparecen	  nuevos	  antibióticos	  más	  eficaces	  y	  esto	  se	  
traduce	  en	  modificaciones	  en	  la	  frecuencia	  de	  las	  reacciones	  alérgicas	  inducidas	  por	  
los	  diferentes	  fármacos.	  De	  este	  modo,	  la	  BP	  ya	  no	  es	  el	  antibiótico	  que	  se	  prescribe	  
con	  mayor	  frecuencia	  sino	  que	  ha	  sido	  sustituido	  de	  forma	  progresiva	  por	  la	  AX	  a	  la	  
que	   están	   expuestas	  millones	   de	   personas	   en	   todo	   el	  mundo	   (Torres	  et	   al.,	   2001;	  
Bousquet	  et	  al.,	  2005;	  Torres	  y	  Blanca,	  2006a)	  y	  en	  los	  últimos	  años	  la	  combinación	  
AX-­‐CLV	  es	  la	  que	  está	  experimentando	  un	  mayor	  crecimiento	  en	  su	  consumo.	  Estos	  
cambios	   en	   los	  patrones	  de	   consumo	  y	  por	   tanto	  en	   los	  patrones	  de	  exposición	   y	  
sensibilización	   ha	   provocado	   que	   en	   las	   últimas	   décadas	   se	   haya	   producido	   una	  
disminución	   significativa	   (del	   77,7%	   al	   22,1%)	   en	   la	   sensibilidad	   de	   las	   pruebas	  
cutáneas	  con	  determinantes	  de	  la	  BP	  (PPL	  y	  MDM)	  (Blanca	  et	  al.,	  1990;	  Torres	  et	  al.,	  
2001;	   Bousquet	   et	   al.,	   2005),	   lo	   que	   ha	   obligado	   a	   incluir	   la	   AX	   en	   la	   batería	   de	  
haptenos	  para	  poder	  diagnosticar	  las	  reacciones	  selectivas	  a	  AX	  (Blanca	  et	  al.,	  2009).	  
Sin	  embargo,	  a	  pesar	  de	  la	  inclusión	  de	  la	  AX,	  la	  sensibilidad	  de	  las	  pruebas	  cutáneas	  
no	  alcanza	  valores	  superiores	  al	  70%	  (Torres	  et	  al.,	  2001;	  Blanca	  et	  al.,	  2009)	  y	   los	  
resultados	  descritos	   en	   las	   pruebas	  de	  diagnóstico	   in	   vitro	   son	   similares,	   donde	   la	  
sensibilidad	  de	  los	  inmunoensayos	  no	  supera	  el	  50%	  (Blanca	  et	  al.,	  2009).	  	  
Para	   poder	  mejorar	   la	   sensibilidad	  de	   las	   pruebas	   diagnósticas	   es	   necesario	  
avanzar	  en	  el	  conocimiento	  de	  los	  determinantes	  antigénicos	  generados	  a	  partir	  de	  
los	   antibióticos	   BLs	   que	   son	   reconocidos	   por	   los	   anticuerpos	   IgE	   específicos,	  
concretamente	  es	  importante	  analizar	  la	  relevancia	  de	  diferentes	  derivados	  de	  la	  AX,	  
al	   ser	   el	   antibiótico	   al	   que	   en	   la	   actualidad	   están	   expuestas	   un	  mayor	   número	  de	  
personas.	   Hay	   que	   señalar	   que	   el	   aumento	   que	   ha	   experimentado	   en	   los	   últimos	  
años	  el	  consumo	  de	  la	  combinación	  AX-­‐CLV	  (Longo	  et	  al.,	  2008;	  Sanchez-­‐Morillas	  et	  
al.,	  2010)	  ha	  ocasionado	  un	  incremento	  del	  número	  de	  pacientes	  que	  acuden	  a	  los	  
servicios	  de	  alergología	  con	  una	  reacción	  tras	  la	  administración	  de	  AX-­‐CLV	  pero	  que	  
toleran	   la	  AX	  hasta	  dosis	   terapéuticas	   (Kamphof	  et	  al.,	   2002;	  Raison-­‐Peyron	  et	  al.,	  
2003;	   Gonzalez	   de	   Olano	   et	   al.,	   2007;	   Tortajada	   et	   al.,	   2008).	   Debido	   a	   que	   el	  
metabolismo	  del	  CLV	  y	   sus	  derivados	  no	  están	   relacionados	  químicamente	  con	   los	  
de	   la	  BP	  ni	   la	  AX	  y	   los	   resultados	  de	  estudios	  que	  mostraban	  que	  el	  CLV	  generaba	  
metabolitos	   inestables	   con	   baja	   capacidad	   inmunogénica	   (Edwards	   et	   al.,	   1988)	  
hicieron	  que	  se	  asumiera	  que	  el	  CLV	  no	  podía	  inducir	  reacciones	  alérgicas,	  pero	  los	  
casos	  clínicos	  descritos	  en	  los	  últimos	  años	  han	  puesto	  de	  manifiesto	  la	  existencia	  de	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reacciones	   alérgicas	   selectivas	   a	   CLV,	   aunque	   su	   diagnóstico	   es	   difícil	   porque	   en	  
estos	  momentos	  no	  se	  dispone	  de	  ningún	  preparado	  comercial	  que	  contenga	  CLV	  sin	  
combinar	   con	   otros	   fármacos	   para	   la	   realización	   de	   pruebas	   cutáneas,	   ni	   existen	  
técnicas	  in	  vitro	  para	  la	  detección	  de	  IgE	  específica	  frente	  a	  CLV.	  Esto	  hace	  necesaria	  
la	  caracterización	  de	  las	  reacciones	  alérgicas	  inmediatas	  a	  CLV	  y	  la	  identificación	  de	  
la	  estructura	  química	  que	  es	  reconocida	  por	  los	  anticuerpos	  IgE	  para	  poder	  incluir	  el	  
CLV	   en	   la	   batería	   de	   haptenos	   que	   se	   emplea	   en	   las	   pruebas	   cutáneas	   y	   en	   los	  
métodos	   diagnósticos	   in	   vitro	   en	   previsión	   del	   posible	   aumento	   en	   el	   número	   de	  
reacciones	  alérgicas	  a	  CLV	  que	  se	  producirá	  en	  los	  próximos	  años.	  	  
La	   capacidad	  de	   los	   antibióticos	  BLs	  para	   inducir	   reacciones	  alérgicas	   reside	  
en	   su	   propiedad	   de	   unirse	   covalentemente	   a	   macromoléculas	   que	   actúan	   como	  
portadoras	   junto	   con	   las	   que	   forman	   aductos	   inmunogénicos.	   Este	   fenómeno	   es	  
complejo	  y	  se	  desconocen	  los	  derivados	  de	  los	  BLs	  que	  finalmente	  interaccionan	  con	  
las	  macromoléculas,	  la	  identidad	  y	  la	  función	  inmunológica	  de	  estas	  macromoléculas	  
y	  el	  modo	  en	  el	  que	  el	  SI	  procesa	  estos	  aductos	  para	  presentarlos	  a	   los	   linfocitos	  y	  
desencadenar	   una	   respuesta	   mediada	   por	   IgE.	   Todos	   estos	   aspectos	   pueden	   ser	  
relevantes	   en	   el	   proceso	   de	   sensibilización	   y	   en	   la	   susceptibilidad	   de	   ciertos	  
individuos	  a	  padecer	  un	  cuadro	  de	  hipersensibilidad,	  por	  lo	  que	  identificación	  de	  las	  
proteínas	  que	   intervienen	  en	   los	  procesos	  de	  haptenización	  y	   la	  caracterización	  de	  
los	  aductos	  resultantes	  pueden	  contribuir	  a	  la	  mejora	  de	  las	  pruebas	  diagnósticas.	  	  
La	   HSA	   es	   la	   proteína	   más	   estudiada	   hasta	   el	   momento	   como	   molécula	  
portadora	   de	   los	   procesos	   de	   haptenización,	   pero	   la	   información	   de	   la	   que	   se	  
dispone	   con	   respecto	   a	   su	   modificación	   por	   penicilinas	   es	   escasa,	   con	   resultados	  
publicados	  hace	  muchos	  años	  (Lafaye	  y	  Lapresle,	  1987;	  Lafaye	  y	  Lapresle,	  1988;	  Yvon	  
y	   Wal,	   1988;	   Yvon	   et	   al.,	   1989;	   Yvon	   et	   al.,	   1990;	   Carter	   y	   Ho,	   1994)	   y	   algunos	  
estudios	   realizados	   recientemente	   con	   análisis	  mediante	   espectrometría	   de	  masas	  
(Jenkins	   et	   al.	   2009;	   Whitaker	   et	   al.,	   2011;	   Meng	   et	   al.,	   2011),	   pero	   no	   se	   ha	  
caracterizado	  la	  modificación	  por	  AX.	  	  
Hay	   pocos	   trabajos	   centrados	   en	   la	   detección	   e	   identificación	   de	   otras	  
proteínas	   séricas	   y	   celulares	   capaces	   de	   formar	   aductos	   con	   los	   antibióticos	   BLs	  
(Christie	  y	  Park,	  1989;	  O´Donnell	  et	  al.,	  1991;	  DiPiro	  et	  al.,	  1993;	  Magi	  et	  al.,	  1995;	  
Warbrick	  et	  al.,	  1995)	  y	  es	   importante	  profundizar	  en	  este	  aspecto	  porque	  a	  pesar	  
de	   que	   la	   HSA	   es	   la	   proteína	   más	   abundante	   en	   el	   plasma	   puede	   que	   no	   sea	   la	  
proteína	   que	   sufra	   un	   mayor	   grado	   de	   modificación	   o	   la	   que	   tenga	   una	   mayor	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capacidad	   inmunogénica,	   sino	   que	   pueden	   existir	   otras	   proteínas	   plasmáticas	   o	  
celulares	   más	   relevantes	   como	   portadoras	   del	   hapteno.	   También	   es	   importante	  
considerar	   la	  posible	   influencia	  de	  determinadas	  condiciones	  fisiopatológicas	  sobre	  
el	   proceso	   de	   haptenización	   y	   las	   propiedades	   inmunogénicas	   de	   los	   aductos	  
generados.	  	  
En	  resumen,	  en	  este	  trabajo	  estudiaremos	  dos	  aspectos	  fundamentales	  para	  
tratar	   de	   profundizar	   en	   la	   identificación	   y	   en	   la	   caracterización	   de	   los	  
determinantes	   antigénicos	   de	   antibióticos	   BLs	   y	   sus	   proteínas	   portadoras	   como	  
aspecto	   fundamental	   para	   el	   estudio	   de	   su	   implicación	   en	   el	   desarrollo	   de	   las	  
reacciones	   de	   hipersensibilidad.	   Nos	   centraremos	   en	   la	   determinación	   de	   los	  
determinantes	  antigénicos	  de	   los	  BLs	  a	   los	  que	  están	  expuestos	  un	  mayor	  número	  
de	   personas	   en	   la	   actualidad,	   para	   lo	   que	   analizaremos	   la	   relevancia	   de	   varios	  
determinantes	   menores	   de	   la	   AX	   en	   las	   pruebas	   diagnósticas	   y	   valoraremos	   la	  
capacidad	  del	  CLV	  para	  inducir	  reacciones	  de	  hipersensibilidad	  tras	  la	  administración	  
de	  AX-­‐CLV	  mediante	  la	  realización	  de	  pruebas	  diagnósticas	  con	  el	  CLV	  suministrado	  
por	  una	  casa	  comercial	  para	  este	  estudio.	  Por	  otro	  lado	  analizaremos	  la	  contribución	  
de	  las	  macromoléculas	  portadoras	  en	  la	  formación	  de	  los	  determinantes	  antigénicos	  
identificando	   proteínas	   endógenas	   que	   pueden	   intervenir	   en	   los	   procesos	   de	  
haptenización	   y	   caracterizando	   los	   aductos	   fármaco-­‐proteína	   mediante	   la	  
optimización	   de	   métodos	   inmunológicos	   y	   proteómicos.	   Estas	   aproximaciones	  
aportarán	   información	   útil	   para	   conseguir	   mejorar	   en	   un	   futuro	   los	   métodos	  
diagnósticos	   gracias	   al	   empleo	   de	   nuevos	   determinantes	   BLs	   y	   moléculas	  
portadoras,	  porque	  la	  baja	  sensibilidad	  de	  los	  métodos	  diagnósticos	  actuales	  parece	  
indicar	  que	  no	   se	  están	  empleando	   las	  estructuras	  que	  originalmente	   indujeron	   la	  
sensibilización	   del	   paciente.	   Además,	   los	   procedimientos	   optimizados	   y	   la	  
información	   adquirida	   se	   podrán	   aplicar	   posteriormente	   a	   otras	   estructuras	   BLs	  
implicadas	  en	  reacciones	  de	  hipersensibilidad	  inmediata.	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OBJETIVO	  GENERAL	  
	  
El	   objetivo	   general	   de	   este	   trabajo	   consiste	   en	   la	   caracterización	   de	   la	  
estructura	   de	   los	   determinantes	   antigénicos	   implicados	   en	   el	   desarrollo	   de	  
reacciones	  alérgicas	  inmediatas	  a	  antibióticos	  BLs.	  Se	  pretende	  analizar	  la	  relevancia	  
que	   tiene	   la	   estructura	   química	   del	   antibiótico	   BL	   y	   la	   naturaleza	   de	   las	  
macromoléculas	  portadoras	  que	  intervienen	  en	  los	  procesos	  de	  haptenización	  en	  la	  
conformación	  de	  estos	  determinantes	  antigénicos	  y	  en	  su	  reconocimiento	  por	  el	  SI.	  
En	  este	  trabajo	  se	  toma	  como	  modelo	  la	  molécula	  de	  AX	  porque	  es	  el	  antibiótico	  BL	  
que	  actualmente	  induce	  con	  mayor	  frecuencia	  reacciones	  alérgicas	  y	  la	  molécula	  de	  
CLV	   debido	   a	   que	   el	   consumo	   de	   la	   combinación	   AX-­‐CLV	   está	   aumentando	  
progresivamente	   y	   en	   los	   próximos	   años	   será	   el	   medicamento	   al	   que	   estará	  
expuesta	  la	  mayor	  parte	  de	  la	  población.	  	  
	  
OBJETIVOS	  CONCRETOS	  
	  
1. Identificar	   los	   determinantes	   de	   la	   AX	   más	   relevantes	   implicados	   en	   la	  
sensibilización	  de	  pacientes	  que	  han	  sufrido	  una	  reacción	  alérgica	  inmediata	  a	  la	  
AX.	  
1.1. Evaluar	   el	   empleo	   de	   determinantes	   menores	   de	   la	   AX	   (ácido	  
amoxiciloico	   y	   dicetopiperacina)	   en	   pruebas	   cutáneas	   y	   métodos	  
diagnósticos	  in	  vitro	  para	  aumentar	  su	  sensibilidad.	  
1.2. Evaluar	  el	  grado	  de	  reconocimiento	  de	  determinantes	  menores	  de	   la	  
AX	   (ácido	   amoxiciloico	   y	   dicetopiperacina)	   por	   anticuerpos	   IgE	  
específicos	  de	  pacientes	  alérgicos	  a	  la	  AX.	  	  
2. Evaluar	   la	   capacidad	   del	   CLV	   de	   inducir	   reacciones	   alérgicas	   inmediatas	   en	  
personas	  que	  han	  sufrido	  una	  reacción	  tras	  la	  administración	  de	  AX-­‐CLV.	  
2.1. Determinar	   el	   porcentaje	   de	   reacciones	   alérgicas	   inmediatas	   tras	   la	  
administración	   de	   AX-­‐CLV	   asociadas	   al	   reconocimiento	   selectivo	   del	  
CLV.	  	  
2.2. Evaluar	   la	   relevancia	   de	   las	   pruebas	   cutáneas	   y	   del	   TAB	   en	   el	  
diagnóstico	  de	  las	  reacciones	  alérgicas	  inmediatas	  a	  CLV.	  
2.3. Demostrar	  la	  participación	  de	  anticuerpos	  IgE	  específicos	  frente	  a	  CLV	  
en	  las	  reacciones	  alérgicas	  inmediatas	  a	  CLV.	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3. Determinar	   la	   relevancia	   de	   moléculas	   portadoras	   haptenizadas	   por	   AX	   en	   el	  
reconocimiento	   del	   fármaco	   por	   anticuerpos	   IgE	   específicos	   de	   pacientes	  
alérgicos	  a	  la	  AX.	  
3.1. Comparar	  el	  grado	  de	  reconocimiento	  de	  la	  AX	  conjugada	  a	  diferentes	  
estructuras	  moleculares	  por	  anticuerpos	   IgE	  específicos	  de	  pacientes	  
alérgicos	  a	  la	  AX	  y	  analizar	  la	  posible	  existencia	  de	  diferentes	  patrones	  
de	  reconocimiento.	  
4. Detectar	   e	   identificar	   proteínas	   séricas	   y	   celulares	   haptenizadas	   por	   AX	   y	  
caracterizar	  los	  aductos	  AX-­‐proteína.	  
4.1. Desarrollar	   abordajes	   inmunoquímicos	   y	   proteómicos	   para	   la	  
detección	  de	  proteínas	  séricas	  y	  celulares	  modificadas	  in	  vitro	  por	  AX.	  
4.2. Identificar	  proteínas	  séricas	  modificadas	  in	  vitro	  por	  AX.	  
4.3. Analizar	  el	  efecto	  de	  agentes	  oxidantes	  en	  la	  modificación	   in	  vitro	  de	  
proteínas	  séricas	  por	  AX.	  
4.4. Caracterizar	   la	  modificación	   de	   HSA	   por	   AX	   in	   vitro	   e	   identificar	   los	  
sitios	  de	  modificación.	  
4.5. Identificar	  proteínas	  celulares	  modificadas	  por	  AX.	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1. Identificación	   de	   determinantes	   antigénicos	   de	   antibióticos	  
betalactámicos	  reconocidos	  por	  anticuerpos	  IgE	  específicos	  	  
Se	   realizaron	   varios	   estudios	   para	   la	   identificación	   de	   determinantes	  
antigénicos	   de	   antibióticos	   BLs	   reconocidos	   por	   los	   anticuerpos	   IgE	   específicos	   de	  
pacientes	   que	   habían	   sufrido	   una	   reacción	   de	   hipersensibilidad	   inmediata	   a	   estos	  
fármacos:	  
A. Valoración	  del	  papel	  de	  los	  determinantes	  menores	  de	  la	  AX	  en	  el	  diagnóstico	  
de	  las	  reacciones	  alérgicas	  inmediatas	  a	  AX.	  
B. Evaluación	  de	  las	  reacciones	  alérgicas	  inmediatas	  producidas	  por	  AX-­‐CLV.	  
C. Identificación	   de	   los	   patrones	   de	   reconocimiento	   de	   los	   anticuerpos	   IgE	  
específicos	  de	  	  pacientes	  alérgicos	  a	  AX.	  
1.1. Ámbito	  de	  estudio	  
El	   trabajo	   experimental	   que	   a	   continuación	   de	   detalla	   se	   realizó	   en	   el	  
Laboratorio	   de	   Investigación	   del	   Hospital	   Carlos	   Haya	   de	  Málaga	   –	   I.B.I.M.A.	   y	   la	  
selección	  y	  evaluación	  de	  pacientes	  en	  el	  Servicio	  de	  Alergología	  del	  Hospital	  Carlos	  
Haya	  de	  Málaga	  y	  de	  otros	  hospitales	  españoles	  (Tabla	  8).	  
	  
A.	  Valoración	  del	  papel	  de	  los	  determinantes	  menores	  de	  la	  AX	  en	  el	  diagnóstico	  
de	  las	  reacciones	  alérgicas	  inmediatas	  a	  AX	  
Trabajo	  experimental	   Selección	  y	  evaluación	  de	  pacientes	   Período	  tiempo	  
Laboratorio	  de	  Investigación	  
del	  Hospital	  Carlos	  Haya	  de	  
Málaga	  –	  I.B.I.M.A.	  	  
Servicio	  de	  Alergología:	  
-­‐	  Hospital	  Carlos	  Haya	  de	  Málaga	  
-­‐	  Hospital	  de	  Elche,	  Alicante	  
-­‐	  Hospital	  de	  Salamanca	  
-­‐	  Hospital	  de	  la	  Cruz	  Roja,	  Madrid	  
2008	  –	  2009	  
	  
B.	  Evaluación	  de	  las	  reacciones	  alérgicas	  inmediatas	  producidas	  por	  AX-­‐CLV	  
Trabajo	  experimental	   Selección	  y	  evaluación	  de	  pacientes	   Período	  tiempo	  
Laboratorio	  de	  Investigación	  
del	  Hospital	  Carlos	  Haya	  de	  
Málaga	  –	  I.B.I.M.A.	  	  
Servicio	  de	  Alergología	  del	  Hospital	  
Carlos	  Haya	  de	  Málaga	   2006	  –	  2009	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C.	   Identificación	   de	   los	   patrones	   de	   reconocimiento	   de	   los	   anticuerpos	   IgE	  
específicos	  de	  pacientes	  alérgicos	  a	  AX	  
Trabajo	  experimental	   Selección	  y	  evaluación	  de	  pacientes	   Período	  tiempo	  
Laboratorio	  de	  Investigación	  
del	  Hospital	  Carlos	  Haya	  de	  
Málaga	  –	  I.B.I.M.A.	  
Servicio	  de	  Alergología	  del	  Hospital	  
Carlos	  Haya	  de	  Málaga	   2008-­‐2011	  
Tabla	  8:	  Ámbito	  de	  estudio	  de	  la	  selección	  y	  evaluación	  de	  los	  pacientes	  incluidos	  en	  
los	  diferentes	  estudios.	  
1.2. Selección	  de	  pacientes	  y	  controles	  
En	   los	   diferentes	   estudios	   se	   incluyeron	   pacientes	   que	   habían	   sido	  
diagnosticados	   de	   sufrir	   una	   reacción	   alérgica	   inmediata	   a	   AX	   o	   AX-­‐CLV	   (Tabla	   9),	  
considerando	  como	  reacciones	  inmediatas	  aquellas	  que	  aparecieron	  en	  un	  intervalo	  
de	  tiempo	  inferior	  a	  1	  hora	  tras	  la	  administración	  del	  fármaco.	  Se	  establecieron	  dos	  
categorías	   clínicas:	   anafilaxia	   y	   urticaria	   (Torres	   et	   al.,	   2003);	   el	   criterio	   para	  
considerar	  una	   reacción	   como	  anafilaxia	   fue	   la	  existencia	  de	  una	   reacción	  alérgica	  
sistémica	   de	   acuerdo	   a	   los	   criterios	   descritos	   por	   Sampson	  et	   al.	   (Sampson	  et	   al.,	  
2006),	   y	   dentro	   de	   las	   reacciones	   de	   urticaria	   se	   incluyeron	   las	   manifestaciones	  
clínicas	   limitadas	   exclusivamente	   a	   la	   piel	   y	   que	   consistían	   en	   maculopápulas	  
asociadas	  o	  no	  con	  angioedema.	  	  
Los	  criterios	  de	  inclusión	  para	  los	  pacientes	  de	  los	  diferentes	  estudios	  fueron	  
los	  siguientes:	  
• Tener	  una	  edad	  superior	  a	  14	  años.	  
• Tener	  un	  diagnóstico	  de	  reacción	  alérgica	  inmediata	  a	  AX	  o	  AX-­‐CLV.	  
• No	  encontrarse	  en	  estado	  de	  gestación	  o	  lactancia.	  
• No	   padecer	   una	   enfermedad	   inmunológica	   u	   oncológica	   ni	   una	   patología	  
cutánea.	  
• No	   tomar	   corticoides,	   antihistamínicos	   u	   otros	   agentes	   inmunomoduladores	  
en	  el	  momento	  del	  estudio.	  
• Dar	  consentimiento	  informado	  para	  su	  inclusión	  en	  el	  estudio.	  
• Tener	  la	  posibilidad	  de	  acudir	  a	  las	  revisiones	  periódicas	  del	  estudio.	  
El	  protocolo	  diagnóstico	  se	  realizó	  de	  acuerdo	  con	  los	  algoritmos	  diagnósticos	  
definidos	  por	  el	  grupo	  ENDA	  (Torres	  et	  al.,	  2003;	  Blanca	  et	  al.,	  2009).	  Se	  realizó	  una	  
historia	  clínica	  detallada	  donde	  se	  recogió	  el	  fármaco	  implicado,	  el	  tipo	  de	  reacción,	  
el	   intervalo	   de	   tiempo	   transcurrido	   entre	   la	   administración	   del	   fármaco	   y	   el	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desarrollo	  de	  los	  síntomas	  y	  el	  intervalo	  de	  tiempo	  transcurrido	  entre	  la	  reacción	  y	  el	  
estudio	   alergológico.	   Se	   realizaron	   pruebas	   intracutáneas	   con	   determinantes	  
mayores	  y	  menores	  de	  la	  BP	  (PPL	  y	  MDM),	  AX,	  AX-­‐CLV	  y	  CLV;	  y	  si	  en	  estas	  pruebas	  se	  
obtenían	   resultados	   negativos	   se	   realizaban	   las	   pruebas	   intradérmicas	   con	   los	  
mismos	   haptenos.	   En	   los	   casos	   en	   los	   que	   todas	   las	   pruebas	   cutáneas	   fueron	  
negativas	   se	   confirmó	   el	   diagnóstico	   mediante	   la	   administración	   controlada	   del	  
fármaco.	  	  
En	   el	   grupo	   control	   de	   los	   diferentes	   estudios	   se	   incluyeron	   30	   individuos	  
sanos	   no	   alérgicos,	   que	   habían	   tomado	   AX	   o	   AX-­‐CLV	   con	   buena	   tolerancia.	   Los	  
sujetos	  tenían	  pruebas	  cutáneas	  negativas	  a	  determinantes	  mayores	  y	  menores	  de	  
la	   BP	   (PPL	   y	  MDM),	   AX,	   AX-­‐CLV	   y	   CLV	   y	   buena	   tolerancia	   a	   AX	   o	   AX-­‐CLV	   que	   se	  
comprobó	  en	  la	  consulta	  médica.	  	  
Los	   estudios	   fueron	   aprobados	   por	   el	   Comité	   Ético	   de	   los	   hospitales	  
participantes	  y	  se	  obtuvieron	  los	  consentimientos	  informados	  de	  los	  pacientes	  y	  los	  
controles	  para	  todos	  los	  procedimientos	  diagnósticos	  realizados.	  
	  	  
	  
	  
A.	  Valoración	  del	  papel	  de	  los	  determinantes	  menores	  de	  la	  AX	  en	  el	  
diagnóstico	  de	  las	  reacciones	  alérgicas	  inmediatas	  a	  AX	  
Criterios	  de	  inclusión	  
Pacientes	   Reacción	  alérgica	  inmediata	  tras	  la	  administración	  de	  AX	  o	  AX-­‐CLV	  
Controles	  
Administración	  previa	  de	  AX	  o	  AX-­‐CLV	  
Pruebas	  cutáneas	  negativas	  a	  BP,	  PPL,	  MDM	  y	  AX	  
Buena	  tolerancia	  a	  AX	  comprobada	  en	  consulta	  
	  	  
	   B.	  Evaluación	  de	  las	  reacciones	  alérgicas	  inmediatas	  producidas	  por	  AX-­‐CLV	  	  
	   Criterios	  de	  inclusión	  
Pacientes	   Reacción	  alérgica	  inmediata	  tras	  la	  administración	  de	  AX-­‐CLV	  Pruebas	  cutáneas	  positivas	  a	  BP,	  PPL,	  MDM,	  AX,	  AX-­‐CLV	  o	  CLV	  	  
Controles	  
Administración	  previa	  de	  AX-­‐CLV	  
Pruebas	  cutáneas	  negativas	  a	  BP,	  PPL,	  MDM,	  AX,	  AX-­‐CLV	  y	  CLV	  
Buena	  tolerancia	  a	  AX-­‐CLV	  comprobada	  en	  consulta	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   C.	  Identificación	  de	  los	  patrones	  de	  reconocimiento	  de	  los	  anticuerpos	  IgE	  específicos	  de	  pacientes	  alérgicos	  a	  AX	  
	   Criterios	  de	  inclusión	  
Pacientes	   Reacción	  alérgica	  inmediata	  tras	  la	  administración	  de	  AX	  o	  AX-­‐CLV	  RAST	  positivo	  a	  AXO-­‐PLL	  superior	  al	  7%	  
Controles	  
Administración	  previa	  de	  AX	  o	  AX-­‐CLV	  
Pruebas	  cutáneas	  negativas	  a	  BP,	  PPL,	  MDM	  y	  AX	  
Buena	  tolerancia	  a	  AX	  comprobada	  en	  consulta	  
Tabla	   9:	  Criterios	  de	   inclusión	  de	   los	  pacientes	  y	  de	   los	  controles	  de	   los	  diferentes	  
estudios.	  
1.3. Obtención	  de	  determinantes	  menores	  de	  AX	  para	   la	  realización	  de	  
ensayos	  in	  vivo	  e	  in	  vitro	  
Los	  determinantes	  menores	  de	   la	  AX	  (ácido	  amoxiciloico	  y	  dicetopiperacina)	  
se	  sintetizaron	  en	  los	  Laboratorios	  Diater	  para	  emplearlos	  en	  pruebas	  cutáneas	  y	  en	  
pruebas	  diagnósticas	  in	  vitro	  y	  de	  este	  modo	  analizar	  su	  relevancia	  en	  el	  diagnóstico	  
de	   las	   reacciones	  alérgicas	   inmediatas	  a	   la	  AX	   (Figura	  30).	   El	   ácido	  amoxiciloico	   se	  
obtuvo	  siguiendo	  el	  procedimiento	  descrito	  por	  Bousquet	  et	  al.	  para	  la	  obtención	  de	  
ácido	  peniciloico	   (Bousquet	  et	  al.,	   2005)	   y	   la	  dicetopiperacina	   se	  preparó	   según	  el	  
protocolo	  descrito	  por	  Llins	  et	  al.	  (Llins	  et	  al.,	  1998).	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Figura	  30:	  Estructura	  química	  y	  ruta	  de	  formación	  de	  los	  determinantes	  menores	  de	  
AX	  (ácido	  amoxiciloico	  y	  dicetopiperacina).	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El	  grado	  de	  pureza	  de	  los	  compuestos	  obtenidos	  se	  analizó	  por	  cromatografía	  
líquida	  de	  alta	  eficiencia	  (HPLC)	  usando	  un	  detector	  de	  UV	  a	  276	  nm.	  Para	  el	  análisis	  
por	  HPLC	  las	  muestras	  de	  AX	  y	  ácido	  amoxiciloico	  se	  disolvieron	  en	  tampón	  fosfato	  
salino	  (PBS)	  a	  pH	  7	  y	  la	  dicetopiperacina	  en	  PBS:metanol	  (7:3)	  a	  una	  concentración	  
final	  de	  2	  mg/ml	  y	  se	  cargaron	  en	  un	  sistema	  de	  HPLC	  HP-­‐1090	  equipado	  con	  una	  
columna	   cromatográfica	   Kromasil	   100	   C18	   5,0	   µm	   (250	   x	   3	   mm)	   equilibrada	  
previamente	  con	  H2O/acetonitrilo	  (95/5	  con	  ácido	  trifluoroacético	  (TFA)	  al	  0,1%).	  La	  
elución	  de	   las	  muestras	  se	  realizó	  con	  un	  gradiente	   linear	  de	  H2O/acetonitrilo	  (con	  
TFA	  al	  0,1%)	   comenzando	  por	  una	  proporción	  95/5	  hasta	  alcanzar	  una	  proporción	  
85/15	  en	  30	  minutos.	  
1.4. Obtención	  de	   conjugados	  de	  AX	   con	  moléculas	  portadoras	  para	   la	  
realización	  de	  ensayos	  in	  vitro	  
Los	   conjugados	   de	   AX	   con	   HSA	   se	   prepararon	   incubando	   50	   mg	   de	   HSA	  
(Sigma-­‐Aldrich)	   y	   500	   mg	   de	   AX	   (Clamoxyl®	   intramuscular,	   Glaxo	   Smithkline)	   en	  
tampón	  carbonato-­‐bicarbonato	  50	  mM	  (pH	  10,2)	  durante	  48	  h	  a	  37°C.	  La	  AX	  que	  no	  
se	   había	   unido	   a	   la	   proteína	   se	   eliminó	  mediante	   filtración	   en	   gel	   con	  mallas	   de	  
dextrano	   Sephadex	   G-­‐10	   (Pharmacia)	   usando	   un	   colector	   de	   fracciones	   (2111	  
Multrac	   LKB,	  Pharmacia)	   y	  una	  bomba	  peristáltica.	   La	  presencia	  de	   los	   conjugados	  
en	  las	  distintas	  fracciones	  recolectadas	  se	  determinó	  midiendo	  su	  absorbancia	  a	  285	  
nm	   en	   un	   espectrofotómetro.	   Las	   alícuotas	   se	   concentraron	   en	   una	   centrífuga	   de	  
vacío	  y	  se	  reconstituyeron	  en	  PBS.	  La	  cuantificación	  de	  la	  cantidad	  de	  proteína	  de	  los	  
conjugados	   reconstituidos	   se	   determinó	   por	   el	   método	   Bradford	   con	   Coomassie	  
Blue	   G-­‐250	   (Thermo	   Scientific)	   y	   midiendo	   la	   absorbancia	   a	   595	   nm	   en	   un	  
espectrofotómetro.	  
Los	  conjugados	  monoméricos	  de	  AX	  con	  butilamina	  (BA)	  se	  prepararon	  según	  
la	   técnica	   descrita	   por	  Mozingo	   y	   Folkers	   (Mozingo	   y	   Folkers,	   1949).	   Para	   ello	   se	  
disolvió	  lentamente	  la	  AX	  en	  una	  solución	  de	  butilamina	  (BA)	  14	  M	  en	  H2O	  destilada.	  
La	  solución	  se	  agitó	  durante	  1	  hora	  a	  temperatura	  ambiente	  y	  se	  liofilizó.	  Finalmente	  
los	  conjugados	  se	  recristalizaron	  en	  éter-­‐acetonitrilo	  y	  se	  resuspendieron	  en	  PBS.	  
Los	   conjugados	   dendriméricos	   PAMAM-­‐G4-­‐(AXO)32(BPO)32	   y	   PAMAM-­‐G4-­‐
(AXO)64	   se	   sintetizaron	   por	   la	   Dra.	   María	   Isabel	   Montañez	   en	   el	   grupo	   del	   Dr.	  
Ezequiel	  Pérez-­‐Inestrosa	  del	  Departamento	  de	  Química	  Orgánica	  de	   la	  Universidad	  
de	  Málaga.	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1.5. Pruebas	  in	  vivo	  
1.5.1. Pruebas	  cutáneas	  
Las	   pruebas	   cutáneas	   se	   realizaron	   siguiendo	   los	   procedimientos	   generales	  
descritos	   por	   el	   grupo	   ENDA	   (Torres	   et	   al.,	   2003;	   Blanca	   et	   al.,	   2009).	   Para	   su	  
realización	   se	   usaron	   soluciones	   preparadas	   diariamente	   en	   suero	   fisiológico	   de	  
cada	   uno	   de	   los	   haptenos	   a	   ensayar,	   los	   controles	   positivos	   y	   negativos	   fueron	  
histamina	  (ALK	  Abelló)	  y	  suero	  fisiológico	  (Serra	  Pamies)	  respectivamente.	  En	  primer	  
lugar	   se	   realizaron	   las	  pruebas	   intracutáneas	   (prick)	  mediante	   la	  aplicación	  de	  una	  
gota	  de	   la	  solución	  del	  hapteno	  sobre	   la	  piel	  del	  antebrazo	  y	  el	  posterior	  pinchazo	  
con	  una	  lanceta.	  Si	  el	  resultado	  era	  negativo	  se	  realizaban	  las	  pruebas	  intradérmicas,	  
para	  las	  que	  se	  inyectaban	  0,02	  -­‐	  0,05	  ml	  de	  la	  solución	  del	  hapteno	  en	  el	  antebrazo,	  
formándose	  una	  pápula	  de	  la	  que	  se	  marcaba	  su	  diámetro	  inicial	  (Figura	  31).	  
	  
	  
Figura	   31:	   Pruebas	   cutáneas	   realizadas	   para	   el	   diagnóstico	   de	   las	   reacciones	  
alérgicas	  inmediatas	  a	  antibióticos	  BLs.	  
En	   la	   tabla	   10	   se	   recogen	   los	   haptenos	   y	   las	   concentraciones	   que	   se	  
emplearon	   en	   las	   pruebas	   intracutáneas	   e	   intradérmicas.	   	   Siempre	   se	   comenzaba	  
con	  la	  dosis	  más	  baja	  indicada	  y	  si	  los	  resultados	  eran	  negativos	  se	  repetía	  la	  prueba	  
con	   una	   concentración	   superior.	   En	   el	   caso	   de	   pacientes	   que	   habían	   tenido	   una	  
reacción	   grave	   o	   que	   presentaban	   un	   riesgo	   especial,	   las	   pruebas	   cutáneas	   se	  
realizaron	  en	  primer	  lugar	  con	  una	  dilución	  1/1000	  de	  la	  dosis	  máxima	  recomendada	  
y	   se	   fue	   aumentando	   la	   concentración	   de	   forma	   gradual	   hasta	   obtener	   una	  
respuesta	  positiva	  o	  alcanzar	  la	  concentración	  máxima	  recomendada.	  
La	  lectura	  de	  las	  pruebas	  se	  realizó	  en	  la	  primera	  media	  hora.	  Los	  criterios	  por	  
los	  que	  se	  consideraron	  los	  resultados	  positivos	  fueron	  los	  siguientes:	  en	  el	  caso	  de	  
las	   pruebas	   intracutáneas	   se	   consideró	   positivo	   la	   aparición	   de	   una	   pápula	   de	   un	  
diámetro	  mayor	  de	  3	  mm	  acompañada	  de	  eritema,	   con	  una	   respuesta	  negativa	  al	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control	  salino	  (Brockow	  et	  al.,	  2002);	  en	  las	  pruebas	  intradérmicas	  se	  marcó	  el	  área	  
de	  la	  pápula	  al	  inicio	  de	  la	  prueba	  y	  20	  minutos	  después,	  considerándose	  positivo	  un	  
incremento	  en	  el	  diámetro	  medio	  de	  al	  menos	  3	  mm	  (Brockow	  et	  al.,	  2002).	  Se	  hizo	  
una	   lectura	   tardía	   en	   aquellos	   casos	   en	   los	   que	   se	   desconocía	   la	   cronología	   de	   la	  
reacción	   o	   en	   los	   que	   existían	   dudas	   sobre	   si	   se	   trataba	   de	   una	   reacción	   no	  
inmediata.	  
	  
A.	   Valoración	   del	   papel	   de	   los	   determinantes	   menores	   de	   la	   AX	   en	   el	  
diagnóstico	  de	  las	  reacciones	  alérgicas	  inmediatas	  a	  AX	  
Reactivo	   Concentración	  
Determinantes	  
clásicos	  
PPL	  (Diater)	   5	  x	  10-­‐5	  y	  5	  x	  10-­‐4	  mM	  
MDM	  (Diater)	   2	  x	  10-­‐2	  y	  2	  x	  10	  mM	  
BP	  (Penibiot®	  vía	  intravenosa-­‐
intramuscular,	  Normon)	   100	  y	  10.000	  UI/ml	  
AX	  (Clamoxyl®	  intramuscular,	  
Glaxo	  Smithkline)	   2	  y	  20	  mg/ml	  
Nuevos	  
determinantes	  
AX	  (Diater)	   1;	  5	  y	  10	  mg/ml	  
Ácido	  amoxiciloico	  (Diater)	   1;	  5	  y	  10	  mg/ml	  
Dicetopiperacina	  (Diater)	   1;	  5	  y	  10	  mg/ml	  
	  
B.	  Evaluación	  de	  las	  reacciones	  alérgicas	  inmediatas	  producidas	  por	  AX-­‐CLV	  
Reactivo	   Concentración	  
PPL	  (Diater)	   5	  x	  10-­‐5	  y	  5	  x	  10-­‐4	  mM	  
MDM	  (Diater)	   2	  x	  10-­‐2	  y	  2	  x	  10	  mM	  
BP	  (Penibiot®	  vía	  intravenosa-­‐
intramuscular,	  Normon)	   100	  y	  10.000	  UI/ml	  
AX	  (Clamoxyl®	  intramuscular,	  Glaxo	  
Smithkline)	   2	  y	  20	  mg/ml	  
CLV	  (Diater)	   4	  y	  20	  mg/ml	  
AX-­‐CLV	  (vía	  intravenosa,	  Combino-­‐Pharm)	   5/1	  y	  20/4	  mg/ml	  
	  
C.	   Identificación	  de	   los	  patrones	  de	  reconocimiento	  de	   los	  anticuerpos	   IgE	  
específicos	  de	  pacientes	  alérgicos	  a	  AX	  
Reactivo	   Concentración	  
PPL	  (Diater)	   5	  x	  10-­‐5	  y	  5	  x	  10-­‐4	  mM	  
MDM	  (Diater)	   2	  x	  10-­‐2	  y	  2	  x	  10	  mM	  
BP	  (Penibiot®	  vía	  intravenosa-­‐
intramuscular,	  Normon)	   100	  y	  10.000	  UI/ml	  
AX	  (Clamoxyl®	  intramuscular,	  Glaxo	  
Smithkline)	   2	  y	  20	  mg/ml	  
Tabla	   10:	   Reactivos	   y	   concentraciones	   empleadas	   en	   las	   pruebas	   cutáneas.	   La	  
concentración	  máxima	   indicada	  coincide	  con	   la	   concentración	  máxima	   recomendada	  para	  
cada	  uno	  de	  los	  haptenos.	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1.5.2. Administración	  controlada	  de	  fármaco	  
Se	  realizaron	  pruebas	  de	  administración	  controlada	  de	  fármaco	  a	  simple	  ciego	  
controlada	  con	  placebo	  bajo	  estricta	  vigilancia	  del	  personal	  sanitario	  y	  con	  acceso	  a	  
una	   sala	   de	   emergencias.	   La	   prueba	   consistió	   en	   la	   administración	   de	   dosis	  
crecientes	   del	   fármaco	   a	   intervalos	   regulares	   de	   tiempo	   de	   30-­‐60	   minutos	   hasta	  
alcanzar	   la	  dosis	  terapéutica	  habitual	  (Torres	  et	  al.,	  2003;	  Blanca	  et	  al.,	  2009).	  Sólo	  
se	   realizó	   en	   pacientes	   con	   pruebas	   cutáneas	   negativas	   y	   que	   no	   presentaban	  
ningún	  factor	  de	  riesgo.	  	  
El	  procedimiento	  a	  seguir	  fue	  el	  siguiente:	  tras	  realizar	   las	  pruebas	  cutáneas	  
con	   PPL	   y	  MDM,	   si	   los	   resultados	   eran	   negativos	   se	   procedía	   a	   la	   administración	  
parenteral	  de	  BP	  a	   intervalos	   regulares	  de	   tiempo	  y	  dosis	  crecientes.	  En	  una	  visita	  
posterior,	   si	   las	  pruebas	  cutáneas	  con	  AX	   también	  eran	  negativas,	   se	  administraba	  
por	  vía	  oral	  AX	  a	  dosis	  crecientes	  e	  intervalos	  regulares	  de	  tiempo,	  y	  en	  el	  caso	  del	  
estudio	   de	   las	   reacciones	   alérgicas	   inmediatas	   producidas	   por	   AX-­‐CLV	   también	   se	  
administró	  por	  vía	  oral	  AX-­‐CLV	  (Tabla	  11).	  
	  
A.	  Valoración	  del	  papel	  de	  los	  determinantes	  menores	  de	  la	  AX	  en	  el	  
diagnóstico	  de	  las	  reacciones	  alérgicas	  inmediatas	  a	  AX	  
Reactivo	   Concentración	  
BP	  (Normon)	   10
3;	  104;	  105	  Y	  5	  x	  105	  UI/ml	  
(dosis	  acumulada	  6	  x	  105	  UI/ml)	  
AX	  (Glaxo	  Smithkline)	   5;	  50;	  100;	  150	  y	  200	  mg	  (dosis	  acumulada	  500	  mg)	  
	  
B.	   Evaluación	   de	   las	   reacciones	   alérgicas	   inmediatas	   producidas	   por	  
AX-­‐CLV	  
Reactivo	   Concentración	  
BP	  (Normon)	   10
3;	  104;	  105	  Y	  5	  x	  105	  UI/ml	  
(dosis	  acumulada	  6	  x	  105	  UI/ml)	  
AX	  (Glaxo	  Smithkline)	   5;	  50;	  100;	  150	  y	  200	  mg	  (dosis	  acumulada	  500	  mg)	  
AX-­‐CLV	  (Combino-­‐Pharm)	   5;	  50;	  100;	  150	  y	  200	  mg	  (dosis	  acumulada	  500	  mg)	  
	  
C.	   Identificación	   de	   los	   patrones	   de	   reconocimiento	   de	   los	  
anticuerpos	  IgE	  específicos	  de	  pacientes	  alérgicos	  a	  AX	  
Reactivo	   Concentración	  
BP	  (Normon)	   10
3;	  104;	  105	  Y	  5	  x	  105	  UI/ml	  
(dosis	  acumulada	  6	  x	  105	  UI/ml)	  
AX	  (Glaxo	  Smithkline)	   5;	  50;	  100;	  150	  y	  200	  mg	  (dosis	  acumulada	  500	  mg)	  
Tabla	  11:	  Reactivos	  y	  concentraciones	  empleadas	  en	  la	  administración	  controlada	  de	  
fármaco.	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1.6. Pruebas	  in	  vitro	  
1.6.1. Recogida	  de	  muestras	  
El	   personal	   de	   enfermería	   de	   los	   Servicios	   de	   Alergología	   de	   los	   distintos	  
hospitales	   realizó	   la	   extracción	   de	   10	   ml	   de	   sangre	   periférica	   en	   tubos	   con	   gel	  
(Vacuette,	   Greiner	   bio-­‐one)	   y	   de	   10-­‐20	   ml	   de	   sangre	   periférica	   en	   tubos	   con	  
heparina	   lítica	  (Vacuette,	  Greiner	  bio-­‐one).	  Los	  tubos	  con	  gel	  se	  emplearon	  para	   la	  
obtención	   de	   suero	   por	   centrifugación	   a	   4000	   rpm	   durante	   5	   minutos,	   el	   suero	  
obtenido	  se	  guardó	  a	  -­‐20°C	  hasta	  su	  posterior	  uso.	  La	  sangre	  extraída	  en	  tubos	  con	  
heparina	  lítica	  se	  usó	  en	  estudios	  celulares	  que	  se	  realizaron	  en	  un	  plazo	  máximo	  de	  
24	  horas	  después	  de	  la	  extracción.	  
1.6.2. Radioinmunoensayo	  	  
Los	   niveles	   de	   IgE	   específica	   del	   suero	   de	   pacientes	   se	   determinaron	  
mediante	   el	   radioinmunoensayo	   conocido	   como	   prueba	   radioalergoabsorbente	  
(RAST)	  siguiendo	  el	  protocolo	  descrito	  por	  nuestro	  grupo	  de	  investigación	  (Moreno	  
et	   al.,	   1995).	   Se	   utilizó	   como	   fase	   sólida	   discos	   de	   celulosa	   (nº	   54,	   Whatman	  
International	  Ltd)	  activados	  con	  bromuro	  de	  cianógeno	  (Sigma-­‐Aldrich)	  a	  los	  que	  se	  
unió	  como	  molécula	  portadora	  PLL	  (Sigma-­‐Aldrich)	  que	  se	  conjugó	  con	  BP	  (Normon)	  
o	   AX	   (Glaxo	   Smithkline)	   como	   se	   ha	   descrito	   previamente	   (Edwards	   et	   al.,	   1982;	  
Blanca	  et	  al.,	  1992).	  También	  se	  prepararon	  discos	  control	  a	  los	  que	  se	  unió	  PLL	  sin	  
conjugar	  con	  ningún	  fármaco.	  	  
El	  ensayo	  se	  realizó	  siguiendo	  el	  método	  descrito	  por	  Wide	  et	  al.	  (Wide,	  1969)	  
incubando	  30	  μl	  de	   suero	  con	  discos	  de	  celulosa	  unidos	  a	  BPO-­‐PLL,	  AXO-­‐PLL	  y	  PLL	  
durante	  3	  horas.	  Tras	   la	   incubación	  se	  hicieron	  3	   lavados	  con	  PBS-­‐Tween20	  0,05%	  
(v/v)	   y	   después	   se	   añadieron	   25	   µL	   de	   un	   anticuerpo	   anti-­‐IgE	   unido	   a	   I125	   (ALK-­‐
Abelló)	   con	   el	   que	   se	   incubaron	   las	   muestras	   durante	   16	   horas.	   Después	   de	   la	  
incubación	  se	  hicieron	  3	  lavados	  con	  PBS-­‐Tween20	  0,05%	  (v/v)	  y	  se	  midió	  el	  número	  
de	   cuentas	   por	   minuto	   en	   un	   contador	   gamma	   (Cobra	   II	   Auto	   Gamma	   Counting	  
System,	  Perkin-­‐Elmer	  Packard)	  (Figura	  32).	  	  
Los	   resultados	   se	   expresaron	   como	   el	   número	   de	   cuentas	   por	   minuto	  
obtenidas	   para	   los	   discos	   conjugados	   con	   BPO-­‐PLL	   o	   AXO-­‐PLL	   menos	   las	   cuentas	  
obtenidas	  por	  minuto	  con	  los	  discos	  control	  de	  PLL,	  expresado	  como	  un	  porcentaje	  
de	  cuentas	  por	  minuto	  con	  respecto	  a	  un	  valor	  máximo	  (Ecuación	  1).	  Los	  resultados	  
se	  consideraron	  positivos	  si	  el	  porcentaje	  era	  superior	  al	  2,5%,	  lo	  que	  representa	  la	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media	   +	   2	   DE	   del	   valor	   obtenido	   para	   los	   sueros	   del	   grupo	   control	   negativo	   del	  
ensayo.	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Figura	  32:	  Esquema	  del	  procedimiento	  experimental	  del	  RAST.	  
	  
	  
%RAST = cpmAXO!PLL ! cpmPLLcpmMáximo
x100 	  
	  
Ecuación	  1:	  Cálculo	  del	  porcentaje	  del	  RAST.	  
cpmAXO-­‐PLL:	  número	  de	  cuentas	  por	  minuto	  para	  AXO-­‐PLL	  
cpmPLL:	  número	  de	  cuentas	  por	  minuto	  para	  PLL	  
cpmMáximo:	  número	  máximo	  de	  cuentas	  por	  minuto	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1.6.3. Inhibición	  del	  RAST	  
Los	   ensayos	   de	   inhibición	   del	   RAST	   se	   realizaron	   siguiendo	   procedimientos	  
previamente	   descritos	   (Batchelor	   et	   al.,	   1966;	   Blanca	   et	   al.,	   1992;	  Moreno	   et	   al.,	  
1995).	  La	  inhibición	  del	  RAST	  sólo	  se	  realizó	  con	  sueros	  de	  pacientes	  con	  valores	  de	  
porcentaje	   del	   RAST	   superiores	   al	   7%	   	   y	   se	   usaron	   como	   inhibidores	   diferentes	  
haptenos	   o	   haptenos	   conjugados	   a	   una	   molécula	   portadora	   preparados	   en	   PBS	  
(Tabla	  12,	  Figuras	  34-­‐35).	  
	  
A.	   Valoración	   del	   papel	   de	   los	   determinantes	   menores	   de	   la	   AX	   en	   el	  
diagnóstico	  de	  las	  reacciones	  alérgicas	  inmediatas	  a	  AX	  
Inhibidor	   Concentración	  
AX	  (Diater)	   0,01;	  0,1;	  1;	  10	  y	  100	  mM	  en	  PBS1x	  
Ácido	  amoxiciloico	  (Diater)	   0,01;	  0,1;	  1;	  10	  y	  100	  mM	  en	  PBS1x	  
Dicetopiperacina	  (Diater)	   0,01;	  0,1;	  1;	  10	  y	  100	  mM	  en	  PBS1x	  	  
C.	   Identificación	  de	   los	  patrones	  de	   reconocimiento	  de	   los	  anticuerpos	   IgE	  
específicos	  de	  pacientes	  alérgicos	  a	  AX	  
Inhibidor	   Concentración	  
AX	  (Diater)	   0,01;	  0,1;	  1;	  10	  y	  100	  mM	  en	  PBS1x	  *	  
Ácido	  amoxiciloico	  (Diater)	   0,01;	  0,1;	  1;	  10	  y	  100	  mM	  en	  PBS1x	  *	  
AXO-­‐BA	   0,01;	  0,1;	  1;	  10	  y	  100	  mM	  en	  PBS1x	  *	  
AXO-­‐HSA	   0,1;	  1;	  5;	  10;	  30	  mg/ml	  de	  HSA	  en	  PBS1x**	  
PAMAM-­‐G4-­‐(AXO)64	   1;	  10	  y	  100	  mM	  en	  PBS1x	  *	  
PAMAM-­‐G4-­‐(AXO)32(BPO)32	   1;	  10	  y	  100	  mM	  en	  PBS1x	  *	  
Tabla	  12:	  Inhibidores	  y	  concentraciones	  empleadas	  en	  los	  ensayos	  de	  inhibición	  del	  
RAST	  (*concentración	  de	  AX;	  **concentración	  de	  proteína).	  
	  
El	   protocolo	   consistió	   en	   incubar	   30	   μl	   de	   suero	   con	   15	   μl	   de	   inhibidor	  
durante	  3	  horas.	  Tras	  la	  incubación	  se	  añadió	  la	  fase	  sólida	  (disco	  de	  celulosa	  unido	  a	  
AXO-­‐PLL)	  a	  cada	  uno	  de	  los	  tubos	  del	  ensayo	  y	  se	  incubaron	  durante	  otras	  3	  horas	  
tras	  las	  cuales	  se	  hicieron	  3	  lavados	  con	  PBS-­‐Tween20	  0,05%	  (v/v).	  A	  continuación	  se	  
añadieron	   25	   µL	   del	   anticuerpo	   anti-­‐IgE	   unido	   a	   I125	   (ALK	   Abelló),	   con	   el	   que	   se	  
incubaron	   las	  muestras	   durante	   16	   horas.	   Después	   de	   la	   incubación	   se	   hicieron	   3	  
lavados	  con	  PBS-­‐Tween20	  0,05%	  (v/v)	  y	  se	  midió	  el	  número	  de	  cuentas	  por	  minuto	  
en	  un	  contador	  gamma	  (Figura	  33).	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Los	  resultados	  se	  expresaron	  como	  un	  porcentaje	  de	  inhibición	  de	  las	  cuentas	  
por	  minuto	  obtenidas	  con	  los	  diferentes	  inhibidores	  con	  respecto	  a	  una	  muestra	  sin	  
inhibir	   que	   se	   incubó	   con	   PBS	   en	   lugar	   de	   con	   el	   inhibidor	   (Ecuación	   2).	   La	  
comparación	   de	   la	   capacidad	   inhibitoria	   de	   las	   diferentes	   estructuras	   se	   realizó	  
comparando	   la	   concentración	   de	   inhibidor	   necesaria	   para	   conseguir	   un	   50%	   de	  
inhibición	  de	  las	  cuentas	  por	  minuto	  obtenidas	  en	  la	  muestra	  sin	  inhibir.	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Figura	  33:	  Esquema	  del	  procedimiento	  experimental	  de	  la	  inhibición	  del	  RAST.	  
	  
	  	  
%Inhibición =%RASTa !%RASTb%RASTa
x100 	  
Ecuación	  2:	  Cálculo	  del	  porcentaje	  de	  inhibición	  del	  RAST.	  
%RASTa:	  %	  RAST	  sin	  inhibidor	  
%RASTb:	  %	  RAST	  con	  inhibidor	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Figura	  34:	  Estructura	  química	  de	  la	  AX,	  ácido	  amoxiciloico,	  dicetopiperacina,	  AXO-­‐BA	  
y	  AXO-­‐HSA	  empleados	  como	  inhibidores.	  
	  
	  
!"#"#$%&!'"()*+&,
!"#"#$%&!'"()*-.'/!)*-.,
!"#"#$%&,
%&$/!)'01*,
%&$"()'01*,
	  
	  
Figura	   35:	   Estructura	   de	   los	   conjugados	   dendriméricos	   PAMAM-­‐G4-­‐(AXO)64	   y	  
PAMAM-­‐G4-­‐(AXO)32(BPO)32	  empleados	  como	  inhibidores.	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1.6.4. Test	  de	  activación	  de	  basófilos	  
El	   test	   de	   activación	   de	   basófilos	   (TAB)	   se	   realizó	   siguiendo	   protocolos	   ya	  
descritos	   introduciendo	  algunas	  modificaciones	  (Torres	  et	  al.,	  2004).	  Se	  realizó	  con	  
muestras	  de	  sangre	  completa	  de	  pacientes	  y	  controles,	  y	   la	  concentración	   final	  de	  
los	  diferentes	  haptenos	  se	  seleccionó	  a	  partir	  de	  curvas	  dosis-­‐respuesta	  y	  estudios	  
de	  citotoxicidad	  (Tabla	  13).	  
	  
A.	  Valoración	  del	  papel	  de	   los	  determinantes	  menores	  de	  la	  AX	  en	  
el	  diagnóstico	  de	  las	  reacciones	  alérgicas	  inmediatas	  a	  AX	  
Hapteno	   Concentración	  
AX	  (Diater)	   0,025	  y	  1,25	  mg/ml	  
Ácido	  amoxiciloico	  (Diater)	   0,025	  y	  1,25	  mg/ml	  
Dicetopiperacina	  (Diater)	   0,025	  y	  1,25	  mg/ml	  
	  
B.	  Evaluación	  de	  las	  reacciones	  alérgicas	  inmediatas	  producidas	  por	  
AX-­‐CLV	  
Hapteno	   Concentración	  
BP	  (Penibiot®	  vía	  intravenosa-­‐
intramuscular,	  Normon)	  
0,2;	  0,4;	  2	  y	  4	  mg/ml	  
AX	  (Clamoxyl®	  intramuscular,	  
Glaxo	  Smithkline)	  
0,05;	  0,25;	  1,25	  y	  2,5	  mg/ml	  
AX-­‐CLV	  (Combino-­‐Pharm)	  
0,05/0,01;	  0,25/0,05;	  
1,25/0,25	  y	  2,5/0,5	  mg/ml	  
CLV	  (VetranalTM,	  Fluka,	  
Sigma-­‐Aldrich)	  
0,05;	  0,25;	  1,25	  y	  2,5	  mg/ml	  
	  
Tabla	  13:	  Haptenos	  y	  concentraciones	  empleadas	  en	  el	  TAB.	  
	  
El	  procedimiento	  experimental	  a	  seguir	  fue	  el	  siguiente	  (Figura	  36):	  	  
• Degranulación:	   Se	   añadieron	   20	   μl	   de	   tampón	   de	   estimulación	   y	   100	   μl	   de	  
sangre	  periférica	  por	  tubo	  del	  ensayo,	  y	  se	  incubaron	  a	  37°C	  durante	  10	  minutos	  en	  
agitación.	  A	  continuación	  se	  añadieron	  100	  µl	  del	  hapteno	  disuelto	  en	  PBS-­‐Tween20	  
0,05%	  (v/v),	  100	  µl	  de	  PBS–Tween20	  0,05%	  (v/v)	  como	  control	  negativo	  y	  100	  µl	  de	  
péptido	  quimiotáctico	   fMLP	   (Orpegen	  Pharma)	  y	  anti-­‐IgE	  humana	   (BD	  Biosciences)	  
como	  controles	  positivos.	  Las	  muestras	  se	  incubaron	  durante	  30	  minutos	  a	  37°C	  en	  
agitación.	  Se	  detuvo	  la	  degranulación	  de	  las	  células	  incubando	  las	  muestras	  en	  hielo	  
durante	  5	  minutos.	  
• Marcaje:	  Las	  células	  se	  marcaron	  con	  anticuerpos	  monoclonales	  conjugados	  a	  
una	  partícula	  fluorescente,	  para	  ello	  se	  añadieron	  3	  µl	  de	  anti-­‐IgE-­‐FITC	  (Invitrogen)	  	  y	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1,5	  μl	  de	  anti-­‐CD63-­‐PE	  (Invitrogen)	  con	  los	  que	  se	  incubaron	  las	  muestras	  durante	  20	  
minutos	  a	  4°C	  en	  oscuridad.	  	  
• Lisis:	  Se	  lisaron	  los	  glóbulos	  rojos	  y	  se	  fijaron	  el	  resto	  de	  células	  sanguíneas	  con	  
2	   ml	   de	   solución	   de	   lisis	   (BD	   FACS	   Lysing	   solution,	   BD	   Biosciences),	   incubando	  
durante	   5	   minutos	   a	   temperatura	   ambiente.	   Posteriormente	   se	   centrifugaron	   las	  
muestras	   durante	   5	   minutos	   a	   1200	   rpm	   y	   se	   eliminaron	   los	   sobrenadantes	   por	  
decantación.	  
• Lavado:	   Las	   muestras	   se	   lavaron	   con	   PBS-­‐Tween20	   0,05%	   (v/v),	   se	  
centrifugaron	  durante	  5	  minutos	  a	  1200	  rpm	  y	  se	  eliminaron	  los	  sobrenadantes	  por	  
decantación.	  	  
Las	   determinaciones	   celulares	   se	   realizaron	   en	   un	   citómetro	   de	   flujo	  
FACSCalibur	  (BD	  Biosciences),	  adquiriendo	  un	  mínimo	  de	  1000	  basófilos	  por	  muestra	  
y	  los	  resultados	  se	  analizaron	  mediante	  el	  programa	  CellQuest	  (BD	  Biosciences).	  Los	  
resultados	   de	   activación	   celular	   se	   consideraron	   positivos	   cuando	   el	   índice	   de	  
estimulación	   (IE),	   calculado	   como	   el	   cociente	   entre	   el	   porcentaje	   de	   basófilos	  
activados	  con	   los	  diferentes	  haptenos	  y	  el	  control	  negativo,	  era	  >	  2	  para	  al	  menos	  
una	  de	  las	  concentraciones	  del	  hapteno.	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Figura	  36:	  Esquema	  del	  procedimiento	  experimental	  del	  TAB.	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1.6.5. Inhibición	  del	  test	  de	  activación	  de	  basófilos	  con	  wortmanina	  
La	  inhibición	  del	  TAB	  con	  wortmanina	  (WTM)	  (Sigma-­‐Aldrich)	  se	  realizó	  como	  
se	  ha	  descrito	  previamente	  en	  otros	  trabajos	  (Knol	  et	  al.,	  1990;	  Knol	  et	  al.,	  1991;	  Ito	  
et	   al.,	   2002;	   Mochizuki	   et	   al.,	   2003).	   El	   protocolo	   a	   seguir	   fue	   el	   descrito	  
previamente	  para	  el	   TAB,	  pero	   tras	   la	   incubación	  de	  10	  minutos	  de	   la	  muestra	  de	  
sangre	   periférica	   con	   el	   tampón	   de	   estimulación	   se	   añadieron	   1,2;	   2,5	   ó	   13	   μl	   de	  
WTM	  50	  μM	  (concentración	  final	  de	  0,5;	  1	  y	  5	  μM	  respectivamente)	  con	  los	  que	  se	  
incubaron	   las	  muestras	  durante	  5	  minutos	  a	  37°C	  en	  agitación.	  Posteriormente	   se	  
añadieron	  100	  µl	  del	  fármaco,	  del	  tampón	  de	  lavado	  como	  control	  negativo	  o	  de	  los	  
controles	  positivos	  fMLP	  y	  anti-­‐IgE	  y	  se	  continuó	  el	  protocolo	  descrito	  en	  el	  apartado	  
anterior.	  	  
1.7. Estudios	  estadísticos	  
Los	   resultados	  de	   las	   variables	   continuas	   se	  expresaron	   como	  el	   valor	  de	   la	  
media	   +	   el	   error	   estándar	   estadístico.	   Los	   estudios	   comparativos	   entre	   variables	  
cuantitativas	   que	   no	   seguían	   una	   distribución	   normal	   se	   realizaron	   empleando	  
métodos	  no	  paramétricos	  para	  dos	  variables	  (prueba	  de	  Mann-­‐Whitney)	  o	  para	  más	  
de	  dos	   variables	   independientes	   (prueba	  de	   Kruskal	  Wallis).	   En	   todos	   los	   casos	   se	  
consideraron	  diferencias	  estadísticamente	  significativas	  valores	  p	  <	  0,05.	  El	  análisis	  
estadístico	  se	  realizó	  usando	  el	  programa	  SPSS	  versión	  15.0.	  
	  
2. Identificación	  de	  proteínas	  séricas	  y	  celulares	  modificadas	  por	  AX	  y	  
caracterización	  de	  aductos	  HSA-­‐AX	  generados	  in	  vitro	  	  
Los	   siguientes	   trabajos	   experimentales	   se	   realizaron	   en	   el	   Centro	   de	  
Investigaciones	   Biológicas	   del	   C.S.I.C	   (Madrid),	   en	   el	   Departamento	   de	   Ciencias	  
Farmacéuticas	  “Pietro	  Pratesi”	  de	  la	  “Università	  degli	  Studi	  di	  Milano”	  (Milán,	  Italia)	  
y	  en	  Laboratorio	  de	  Investigación	  del	  Hospital	  Carlos	  Haya	  –	  I.B.I.M.A.	  (Málaga).	  
2.1. Extracción	  de	  HSA	  desde	  suero	  humano	  mediante	  cromatografía	  de	  
afinidad	  
Se	  extrajeron	  10	  ml	  de	  sangre	  periférica	  de	  donantes	  sanos	  en	  tubos	  con	  gel	  
para	   la	   obtención	   de	   suero	   por	   centrifugación	   a	   4000	   rpm	   durante	   5	  minutos.	   El	  
suero	  se	  alicuotó	  y	  se	  guardó	  a	  -­‐80⁰C	  para	  su	  uso	  posterior.	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La	   extracción	   de	   HSA	   se	   realizó	   mediante	   cromatografía	   de	   afinidad	  
empleando	   agarosa	   unida	   covalentemente	   al	   colorante	   Cibacron®Blue	   F3GA	   (Affi-­‐
Gel®Blue	  Gel,	  Bio-­‐Rad)	  que	  tiene	  una	  capacidad	  de	  unión	  a	  la	  albúmina	  de	  más	  de	  11	  
mg/ml.	  
2.1.1. Preparación	  Affi-­‐Gel®Blue	  Gel	  
Se	   añadieron	   500	   µl	   de	   Affi-­‐Gel®Blue	   Gel	   (Bio-­‐Rad)	   a	   cada	   una	   de	   las	  
columnas	   necesarias	   para	   el	   aislamiento	   de	   HSA	   (columnas	   Prep	   Spin	   column	   kit,	  
Sigma-­‐Aldrich)	  que	  se	  centrifugaron	  a	  500	  rpm	  durante	  1	  minuto.	  Para	  acondicionar	  
las	  columnas	  se	  hicieron	  5	  lavados	  con	  tampón	  A	  (PBS	  20	  mM,	  pH	  7,1)	  centrifugando	  
a	  500	  rpm	  durante	  1	  minuto.	  
2.1.2. Extracción	  de	  HSA	  a	  partir	  de	  suero	  humano	  	  
Se	  diluyeron	  50	  µl	  de	  suero	  con	  150	  µl	  de	  tampón	  A	  (PBS	  20	  mM,	  pH	  7,1)	  y	  se	  
dejaron	  a	  temperatura	  ambiente	  durante	  10-­‐15	  minutos.	  Se	  cargó	  la	  muestra	  sobre	  
la	   columna	   de	   gel	   y	   se	   centrifugó	   a	   500	   rpm	   durante	   1	   minuto	   (la	   HSA	   quedó	  
atrapada	  en	  el	  gel).	  Se	  recuperó	  el	  eluído	  de	   la	  muestra	  y	  se	  cargó	  de	  nuevo	  en	   la	  
columna	   con	   el	   fin	   de	   maximizar	   la	   recuperación	   de	   HSA	   a	   partir	   de	   suero	   y	   se	  
centrifugó	  durante	  1	  minuto	  a	  500	  rpm	  (este	  paso	  se	  repitió	  3	  veces).	  Se	  hicieron	  2	  
lavados	  con	  el	   tampón	  A	  centrifugando	  a	  500	   rpm	  durante	  1	  minuto.	  Para	  eluir	   la	  
muestra	  se	  añadieron	  250	  µl	  del	  tampón	  B	  (tampón	  A	  +	  NaCl	  1,4	  M)	  y	  se	  centrifugó	  a	  
500	   rpm	   durante	   1	   minuto.	   La	   concentración	   de	   HSA	   extraída	   se	   determinó	  
midiendo	  la	  absorbancia	  a	  279	  nm.	  
Las	  muestras	  de	  HSA	  se	  concentraron	  en	  columnas	  de	  filtración	  YM-­‐30	  con	  un	  
tamaño	   de	   poro	   de	   30	   kDa	   (Microcon	   Centrifugal	   Filter	   Devices,	   Millipore).	   En	  
primer	  lugar	  se	  acondicionaron	  los	  filtros	  con	  H2O	  milliQ	  centrifugando	  6	  minutos	  a	  
12500	  rpm.	  Se	  cargaron	   las	  muestras	  en	   los	  filtros	  y	  se	  centrifugaron	  a	  12500	  rpm	  
durante	  6	  minutos.	  Los	   lavados	  posteriores	  se	  hicieron	  con	  500	  µl	  de	  H2O	  milliQ	  y	  
centrifugando	  a	  12500	  rpm	  hasta	  que	  en	   los	   filtros	  quedó	  un	  volumen	  de	  muestra	  
de	  50	  µl.	  Para	  la	  recuperación	  de	  las	  muestras	  concentradas	  se	  invirtieron	  los	  filtros	  
en	   tubos	  colectores	  nuevos	  y	   se	  centrifugaron	  a	  3000	   rpm	  durante	  3	  minutos.	   Las	  
muestras	  se	  secaron	  por	  centrifugación	  en	  vacío	  y	  se	  guardaron	  a	  -­‐20°C	  hasta	  su	  uso	  
posterior.	  
	  
	  
IV.	  Material	  y	  métodos	  
120	  
2.2. Modificación	  in	  vitro	  de	  proteínas	  séricas	  humanas	  por	  AX	  
2.2.1. Modificación	  in	  vitro	  de	  HSA	  por	  AX	  y	  AX	  biotinilada	  
Se	   prepararon	   soluciones	   a	   diferentes	   concentraciones	   de	   AX	   (Clamoxyl®	  
Glaxo	  Smithkline)	  y	  AX	  biotinilada	   (sintetizada	  por	  el	  grupo	  del	  Dr.	  Ezequiel	  Pérez-­‐
Inestrosa	  del	  Departamento	  de	  Química	  Orgánica	  de	   la	  Universidad	  de	  Málaga)	  en	  
carbonato	  bicarbonato	  50	  mM	   (pH	  10,2)	  o	  en	  PBS	   (pH	  7,4).	   Se	   incubó	  durante	  16	  
horas	   a	   37°C	   cada	   una	   de	   las	   soluciones	   de	   AX	   o	   AX	   biotinilada	   con	   un	   volumen	  
equivalente	  de	  HSA	  (Sigma-­‐Aldrich)	  preparada	  en	  bicarbonato	  sódico	  0,1	  M	  o	  en	  PBS	  
(pH	  7,4).	  La	  concentración	  final	  de	  HSA	  en	  la	  incubación	  fue	  de	  10	  mg/ml	  (0,15	  mM)	  
y	  en	  el	  caso	  de	  la	  AX	  y	  la	  AX	  biotinalada	  se	  emplearon	  unas	  concentraciones	  finales	  
comprendidas	  entre	  1,6	  x	  10-­‐4	  y	  10	  mg/ml.	  Los	  aductos	  resultantes	  se	  separaron	  por	  
SDS-­‐PAGE	   seguida	   de	   la	   detección	   de	   la	  modificación	  mediante	  Western	   blot	   y/o	  
espectrometría	  de	  masas.	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Figura	  37:	  Estructura	  química	  de	  la	  AX	  y	  de	  la	  AX	  biotinilada.	  
	  
2.2.2. Modificación	  in	  vitro	  de	  suero	  humano	  por	  AX	  
Se	   prepararon	   soluciones	   a	   concentraciones	   crecientes	   de	   AX	   (Clamoxyl®	  
Glaxo	  Smithkline)	  en	  carbonato	  bicarbonato	  50	  mM	  (pH	  10,2)	  o	  en	  PBS	  (pH	  7,4)	  y	  se	  
incubaron	  con	  un	  volumen	  equivalente	  de	  suero	  humano	  (Sigma-­‐Aldrich)	  durante	  16	  
horas	   a	   37°C.	   Los	   aductos	   resultantes	   se	   analizaron	   por	   electroforesis	  
monodimensional	  y	  bidimensional	   seguidas	  de	   la	  detección	  de	   la	  modificación	  por	  
Western	  blot	  y	  la	  identificación	  de	  las	  proteínas	  mediante	  espectrometría	  de	  masas.	  
2.2.3. Modificación	  in	  vitro	  de	  HSA	  y	  suero	  humano	  por	  AX	  en	  presencia	  de	  
glutatión	  oxidado	  
Una	   solución	   de	   HSA	   (Sigma-­‐Aldrich)	   preparada	   en	   PBS	   o	   una	   alícuota	   de	  
suero	   humano	   (Sigma-­‐Aldrich)	   se	   incubó	   durante	   6	   horas	   a	   37°C	   con	   glutatión	  
oxidado	  (GSSG)	  (Sigma-­‐Aldrich)	  preparado	  en	  PBS,	  siendo	  la	  concentración	  final	  del	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agente	  oxidante	  de	  5	  mM.	  Tras	  esta	  incubación	  previa,	  la	  muestra	  de	  HSA	  o	  de	  suero	  
humano	   se	   incubó	   durante	   16	   horas	   a	   37°C	   con	   un	   volumen	   equivalente	   de	   una	  
solución	   de	   AX	   preparada	   en	   carbonato	   bicarbonato	   50	   mM	   (pH	   10,2).	   La	  
concentración	  final	  de	  HSA	  y	  AX	  en	  la	  incubación	  fue	  de	  10	  mg/ml	  (0,15	  mM)	  y	  0,5	  
mg/ml	  (1,37	  mM)	  respectivamente.	  Los	  aductos	  resultantes	  se	  analizaron	  por	  SDS-­‐
PAGE	  seguida	  de	  la	  detección	  de	  la	  modificación	  mediante	  Western	  blot.	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Figura	  38:	  Estructura	  química	  del	  glutatión	  oxidado	  (GSSG).	  
	  
2.3. Modificación	  de	  proteínas	  celulares	  por	  AX	  
2.3.1. Cultivos	  celulares	  
Una	   línea	   celular	   de	  macrófagos	   de	   ratón	   (Raw	   264.7)	   (ATCC)	   se	   cultivó	   en	  
medio	  DMEM	  (Invitrogen)	  suplementado	  con	  suero	  fetal	  bovino	  (FBS)	  (Invitrogen)	  al	  
10%	  (v/v),	  penicilina	  100	  U/ml	  (Invitrogen)	  y	  estreptomicina	  100	  μg/ml	  (Invitrogen)	  
evitando	   llegar	   a	   la	   confluencia	   celular.	   Los	   pases	   de	   estas	   células	   adherentes	   se	  
realizaron	   mediante	   tripsinización,	   lavado	   con	   medio	   completo,	   centrifugación	  
durante	   5	   minutos	   a	   1000	   rpm	   y	   resuspensión	   en	   medio	   fresco.	   Las	   células	   se	  
mantuvieron	   en	   cultivo	   en	   atmósfera	   humidificada	   con	   5%	   de	   CO2	   y	   a	   una	  
temperatura	  de	  37°C.	  	  
2.3.2. Tratamientos	  con	  AX	  y	  AX	  biotinilada	  
Los	   tratamientos	   se	   realizaron	   en	   medio	   de	   cultivo	   DMEM	   sin	   FBS	   y	   sin	  
antibióticos	   (se	   retiraron	   24	   horas	   antes	   de	   comenzar	   con	   el	   tratamiento).	   La	   AX	  
(Clamoxyl®	   Glaxo	   Smithkline)	   y	   AX	   biotinilada	   (sintetizada	   por	   el	   grupo	   del	   Dr.	  
Ezequiel	   Pérez-­‐Inestrosa)	   se	   disolvieron	   en	   PBS	   y	   se	   añadieron	   en	   los	   cultivos	   a	  
varias	   concentraciones	   (0,5-­‐2,5	   mg/ml)	   y	   en	   los	   cultivos	   control	   se	   añadió	   un	  
volumen	   equivalente	   de	   PBS.	   Los	   tratamientos	   se	   realizaron	   cuando	   las	   células	   se	  
encontraban	  a	  un	  80-­‐90%	  de	  confluencia	  para	  la	  obtención	  de	  lisados	  celulares	  y	  a	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un	  70-­‐80%	  de	  confluencia	  para	  la	  visualización	  por	  microscopía	  de	  fluorescencia.	  La	  
duración	  de	  los	  tratamientos	  fue	  de	  24	  horas.	  	  
2.3.3. Obtención	  de	  lisados	  celulares	  
Para	  analizar	  las	  proteínas	  celulares	  modificadas	  tras	  el	  tratamiento	  con	  AX	  y	  
AX	   biotinilada	   se	   procedió	   a	   retirar	   el	   medio	   de	   las	   placas	   de	   cultivo	   y	   a	   realizar	  
varios	   lavados	   con	   PBS	   antes	   de	   añadir	   sobre	   las	   células	   un	   tampón	   de	   lisis	   que	  
contenía	   Tris-­‐EDTA-­‐EGTA,	   detergente	   e	   inhibidores	   de	   proteasas	   y	   fosfatasas.	   La	  
homogeneización	   se	   llevó	   a	   cabo	  mediante	   pases	   forzados	   a	   través	   de	   agujas	   de	  
26G½	   (BD	   Biosciences)	   y	   a	   continuación	   las	   muestras	   homegeneizadas	   se	  
centrifugaron	  a	  13000	  rpm	  durante	  5	  minutos	  a	  4°C	  y	  se	  recuperó	  el	  sobrenadante	  
libre	  de	  restos	  celulares.	  Finalmente	  se	  cuantificó	  la	  concentración	  de	  proteínas	  del	  
lisado	  celular	  mediante	  ensayo	  de	  BCA	  (Pierce)	  midiendo	  la	  absorbancia	  a	  540	  nm.	  
Los	   aductos	   resultantes	   fármaco-­‐proteína	   se	   analizaron	   mediante	   electroforesis	  
monodimensional	  y	  bidimensional	   seguidas	  de	   la	  detección	  de	   la	  modificación	  por	  
Western	   blot	   y	   la	   identificación	   de	   proteínas	   modificadas	   por	   espectrometría	   de	  
masas.	  
2.4. Electroforesis	  en	  geles	  de	  poliacrilamida	  y	  Western	  blot	  
2.4.1. Electroforesis	  monodimensional	  en	  gel	  de	  poliacrilamida	  
Las	   muestras	   de	   proteínas	   séricas	   y	   celulares	   modificadas	   por	   AX	   o	   AX	  
biotinilada	   (y	   controles	   sin	  modificar)	   se	   desnaturalizaron	   en	   tampón	   de	   Laemmli	  
incubándolas	   durante	   5	   minutos	   a	   96°C.	   A	   continuación	   se	   cargaron	   cantidades	  
variables	   de	   proteína	   (1-­‐15	   μg)	   en	   geles	   de	   SDS-­‐poliacrilamida	   (SDS	   Bio-­‐Rad;	  
acrilamida	   30%/bis-­‐acrilamida	   Bio-­‐Rad)	   junto	   con	   un	  marcador	   de	   peso	  molecular	  
(Precision	  Plus	  Protein	  Standars	  Dual	  color,	  Bio-­‐Rad)	  y	  el	  sistema	  de	  electroforesis	  se	  
conectó	  a	  una	  fuente	  de	  alimentación	  a	  un	  voltaje	  constante	  de	  100-­‐120	  V.	  	  
2.4.2. Electroforesis	  bidimensional	  en	  gel	  de	  poliacrilamida	  
A	  partir	  de	  alícuotas	  de	  muestras	  séricas	  o	  celulares	  modificadas	  por	  AX	  o	  AX	  
biotinilada	   (y	   controles	   sin	   modificar)	   se	   precipitaron	   100-­‐150	   µg	   de	   proteína	   en	  
ácido	  tricloroacético	  (TCA)	  al	  10%	  (v/v)	  incubando	  las	  muestras	  10	  minutos	  en	  hielo.	  
Posteriormente	  el	  precipitado	  se	  centrifugó	  a	  14000	  rpm	  durante	  10	  minutos	  a	  8°C	  y	  
el	  “pellet”	  obtenido	  se	  lavó	  1	  vez	  con	  etanol	  al	  80%	  (v/v)	  y	  2	  veces	  con	  acetona	  pura.	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El	  precipitado	  se	  dejó	  secar	  durante	  toda	  la	  noche	  y	  a	  continuación	  se	  resuspendió	  
en	  280	  µl	  de	  tampón	  de	  rehidratación	  para	  el	  isoelectroenfoque.	  	  
Las	  muestras	  resuspendidas	  se	  dividieron	  en	  2	  alícuotas	  y	  se	  cargaron	  en	  tiras	  
de	  isoelectroenfoque	  (pH	  3-­‐10	  lineal,	  7	  cm.	  Ready	  Strip	  IPG	  Strip,	  Bio-­‐Rad)	  mediante	  
rehidratación	  activa	  durante	  16	  horas	  a	  50	  V	  y	  18°C	  seguida	  del	   isoelectroenfoque	  
realizado	  en	  unas	  condiciones	  de	  aumento	  lineal	  del	  voltaje	  en	  4	  etapas	  a	  18°C	  (S1:	  
250	  V	  15	  min;	  S2:	  4000	  V/h	  2	  h;	  S3:	  4000-­‐20000	  V/h;	  S4:	  500	  V),	  todo	  ello	  realizado	  
con	  una	  fuente	  de	  isoelectroenfoque	  “Protean	  IEF	  Cell”	  (Bio-­‐Rad).	  A	  continuación	  las	  
tiras	  se	  equilibraron	  en	  un	  tampón	  con	  urea	  6	  M,	  SDS	  2	  %	   (p/v),	  Tris	  0,375	  M	  (pH	  
8,8)	  y	  glicerol	  20	  %	  en	  2	  pasos	  de	  10	  minutos	  cada	  uno.	  En	  el	  primer	  equilibrado	  el	  
tampón	   contenía	   DTT	   130	   mM	   (Invitrogen)	   y	   en	   el	   segundo	   equilibrado	  
iodoacetamida	  135	  mM	  (Sigma-­‐Aldrich).	  	  
Finalmente	   para	   realizar	   la	   segunda	   dimensión	   (SDS-­‐PAGE),	   las	   tiras	   de	  
isoelectroenfoque	  se	  cargaron	  por	  duplicado	  en	  geles	  de	  SDS-­‐poliacrilamida	  (12,5%)	  
empleando	  agarosa	  al	  0,5%	  (p/v)	  para	  fijar	  las	  tiras	  de	  isoelectroenfoque	  a	  los	  geles	  
de	   poliacrilamida.	   Cuando	   finalizó	   la	   electroforesis,	   uno	   de	   los	   geles	   se	   tiñó	   con	  
Coomassie	   coloidal	   (Simply	  Blue	   Safe	   Stain,	   Invitrogen)	  o	   con	   SYPRO	  Ruby	   (Sigma-­‐
Aldrich)	  para	  obtener	  el	  patrón	  de	  proteínas	  totales	  y	  el	  otro	  gel	  se	  transfirió	  a	  una	  
membrana	   de	   difluoruro	   de	   polivinilo	   (PVDF)	   para	   detectar	   las	   proteínas	  
modificadas	  por	  fármacos	  mediante	  Western	  blot.	  
2.4.3. Western	  blot	  
Una	   vez	   finalizada	   la	   electroforesis,	   las	   proteínas	   se	   transfirieron	   a	  
membranas	   de	   PVDF	   (Immobilon-­‐P	   Transfer	   Membrane,	   Millipore)	   mediante	   un	  
sistema	   de	   transferencia	   semiseco	   (Bio-­‐Rad)	   siguiendo	   las	   indicaciones	   del	  
fabricante.	  	  
Las	   membranas	   correspondientes	   a	   las	   muestras	   de	   proteínas	   modificadas	  
por	  AX	  se	  incubaron	  con	  anticuerpos	  primarios	  monoclonales	  anti-­‐AX	  desarrollados	  
por	  nuestro	  grupo	  de	  investigación	  por	  la	  Dra.	  Cristobalina	  Mayorga	  (Mayorga	  et	  al.,	  
1995)	   (AO3.2,	   AO14.1,	   AO18.2,	   AO19.1,	   AO24.1)	   o	   con	   un	   anticuerpo	   primario	  
monoclonal	  anti-­‐penicilina	  (Serotec	  AbD),	  todos	  ellos	  desarrollados	  en	  ratón.	  Como	  
anticuerpo	  secundiario	  se	  empleó	  anti-­‐Ig	  de	  ratón	  conjugada	  con	  peroxidasa	  (Dako	  
Cytomation).	  Los	  diferentes	  anticuerpos	  se	  diluyeron	  en	  una	  solución	  de	  BSA	  al	  1%	  
(p/v)	  en	  TBS-­‐Tween20	  0,05%	  (v/v).	  Las	  membranas	  correspondientes	  a	  las	  muestras	  
de	   proteínas	   modificadas	   por	   AX	   biotinilada	   se	   incubaron	   con	   estreptavidina	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conjugada	   con	  peroxidasa	   (Amersham,	  GE	  Biosciences)	  preparada	  en	  una	   solución	  
de	   BSA	   al	   1%	   (p/v)	   en	   TBS-­‐Tween20	   0,05%	   (v/v).	   Los	   inmunocomplejos	   y	   los	  
complejos	  biotina-­‐estreptavidina	  se	  detectaron	  por	  quimioluminiscencia	  empleando	  
para	  su	  revelado	  películas	  de	  autorradiografía	  (CURIX,	  Agfa)	  o	  un	  sistema	  analizador	  
de	  imágenes	  (ImageQuant	  LAS4000,	  GE	  Healthcare).	  	  
Posteriormente	   las	   membranas	   transferidas	   se	   tiñeron	   con	   Coomassie	  
coloidal	  como	  control	  de	  la	  cantidad	  de	  proteína	  transferida.	  
2.4.4. Medida	  de	   la	   intensidad	  de	   las	   señales	   inmunorreactivas	  obtenidas	  
mediante	  Western	  blot	  	  
Se	  comparó	  el	  grado	  de	  intensidad	  de	  las	  señales	  inmunorreactivas	  obtenidas	  
mediante	   Western	   blot	   para	   las	   distintas	   proteínas	   y	   condiciones	   de	   los	   ensayos	  
analizando	   las	   imágenes	   de	   las	   películas	   de	   autorradiografía	   escaneadas	   con	   el	  
programa	  informático	  “Scion	  Image”	  de	  Scion	  Corporation.	  
2.5. Espectrometría	  de	  masas	  
Los	   ensayos	   de	   espectrometría	   de	   masas	   de	   realizaron	   en	   los	   Servicios	   de	  
Proteómica	   del	   Centro	   de	   Investigaciones	   Biológicas	   y	   del	   Centro	   Nacional	   de	  
Biotecnología,	   ambos	   pertenecientes	   al	   C.S.I.C.	   y	   ubicados	   en	   Madrid,	   y	   en	   el	  
Departamento	   de	   Ciencias	   Farmacéuticas	   “Pietro	   Pratesi”	   de	   la	   “Università	   degli	  
Studi	  di	  Milano”	  (Italia).	  En	  cada	  uno	  de	  estos	  centros	  se	  empleó	  un	  espectrómetro	  
de	  masas	  de	  diferentes	  características	  (Tabla	  14).	  
	  
Centro	   Espectrómetro	  de	  masas	  
Centro	  de	  Investigaciones	  Biológicas	  (CIB),	  
Servicio	  de	  Proteómica	  	  
Madrid,	  España	  
MALDI-­‐TOF-­‐TOF	  Autoflex	  III	  	  
(Bruker	  Daltonics)	  
Centro	  Nacional	  de	  Biotecnología	  (CNB),	  
Servicio	  de	  Proteómica	  
Madrid,	  España	  
4800	  MALDI-­‐TOF/TOF	  	  
(Applied	  Biosystems)	  
Departamento	  de	  Ciencias	  Farmacéuticas	  
“Pietro	  Pratesi”	  de	  la	  “Università	  degli	  
Studi	  di	  Milano”,	  Italia	  
Trampa	  iónica	  lineal	  LTQ	  OrbitrapTM	  XL	  
(Thermo	  Scientific)	  
	  
Tabla	   14:	   Centros	   de	   investigación	   en	   los	   que	   se	   han	   realizado	   los	   ensayos	   de	  
espectrometría	  de	  masas	  y	  tipo	  de	  espectrómetro	  de	  masas	  empleado.	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Se	  realizaron	  los	  siguientes	  ensayos	  de	  espectrometría	  de	  masas	  (Figura	  39):	  
• Análisis	   de	   proteína	   completa	   por	   espectrometría	   de	   masas	   con	   sistema	   de	  
ionización	   por	   desorción	   mediante	   láser	   asistida	   por	   matriz	   y	   analizador	   de	  
tiempo	  de	  vuelo	  (MALDI-­‐TOF	  MS).	  	  
• Análisis	   de	   proteína	   completa	   por	   espectrometría	   de	   masas	   con	   sistema	   de	  
ionización	  por	  electrospray	  (ESI-­‐MS).	  
• Identificación	   de	   residuos	   de	   proteína	  modificados	  mediante	   espectrometría	  
de	  masas	  en	  tándem	  con	  sistema	  de	   ionización	  por	  desorción	  mediante	   láser	  
asistida	  por	  matriz	  y	  analizador	  de	  tiempo	  de	  vuelo	  (MALDI-­‐TOF-­‐TOF	  MS/MS).	  	  
• Identificación	   de	   residuos	   de	   proteína	   modificados	   mediante	   separación	   de	  
péptidos	   trípticos	   por	   cromatografía	   líquida	   y	   análisis	   por	   espectrometría	   de	  
masas	  en	  tándem	  con	  sistema	  de	  ionización	  por	  electrospray	  (LC-­‐ESI-­‐MS/MS).	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Figura	  39:	  Ensayos	  de	  espectrometría	  de	  masas.	  
	  
2.5.2. Digestión	  de	  HSA	  modificada	  in	  vitro	  por	  AX	  
a) Digestión	   de	   HSA	   modificada	   in	   vitro	   por	   AX	   para	   ensayos	   de	   huella	  
peptídica	  y	  de	  MS/MS	  mediante	  MALDI-­‐TOF-­‐TOF	  
a1) Digestión	  en	  solución	  	  
Las	  muestras	  de	  HSA	  modificadas	  in	  vitro	  por	  AX	  y	  un	  control	  sin	  modificar	  se	  
diluyeron	   hasta	   una	   concentración	   de	   1	  mg/ml	   en	   un	   volumen	   final	   de	   10	   µl	   con	  
trifluoroetanol	   (TFE)	   al	   50%	   preparado	   en	   bicarbonato	   amónico	   50	   mM.	   Se	  
añadieron	   0,2	   µl	   de	   DTT	   500	   mM	   (concentración	   final	   10	   mM)	   y	   se	   realizó	   una	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incubación	   de	   15	   minutos	   a	   55°C.	   A	   continuación	   se	   incubaron	   con	   1	   µl	   de	  
iodoacetamida	   500	   mM	   (concentración	   final	   50	   mM)	   durante	   15	   minutos	   a	  
temperatura	   ambiente	   y	   en	   oscuridad.	   Las	   muestras	   se	   diluyeron	   10	   veces	   en	  
bicarbonato	   amónico	   25	   mM	   y	   se	   añadió	   tripsina	   en	   una	   proporción	  
enzima:proteína	   comprendida	   entre	   1:10	   –	   1:50.	   La	   mezcla	   de	   digestión	   se	   dejó	  
incubando	  durante	  8-­‐16	  horas	  a	  37°C.	  
En	  la	  tabla	  15	  se	  recogen	  diferentes	  variaciones	  realizadas	  sobre	  el	  protocolo	  
general	   relacionadas	   con	   el	   tratamiento	   previo	   de	   la	   proteína	   con	   TFE,	   DTT	   e	  
iodoacetamida,	   la	   proporción	   enzima:proteína	   y	   el	   tiempo	   de	   incubación	   de	   la	  
mezcla	  de	  digestión.	  	  
	  
Tratamiento	  	  
previo	  HSA	  
Secado	  muestra	  
previo	  a	  la	  
tripsinización	  
Preparación	  tripsina	  
y	  casa	  comercial	   Tripsina:HSA	   Tripsinización	  
NO	   NO	   En	  TFA	  0,01%	  (Boehringer)	   1:25	   o/n	  a	  37°C	  
NO	   NO	   En	  TFA	  0,01%	  (Boehringer)	  	   1:50	   o/n	  a	  37°C	  
TFE	  (50%)	  	   NO	   En	  TFA	  0,01%	  (Boehringer)	  	   1:10	   o/n	  a	  37°C	  
TFE	  (50%)	  (añadir	  sobre	  
muestra	  proteína	  seca)	   NO	  
En	  TFA	  0,01%	  
(Boehringer)	  	   1:10	   o/n	  a	  37°C	  
DTT	  (10	  mM),	  
iodoacetamida	  (50	  mM)	   NO	  
En	  TFA	  0,01%	  
(Boehringer)	  	   1:20	   o/n	  a	  37°C	  
DTT	  (10	  mM),	  
iodoacetamida	  (50	  mM)	   NO	  
En	  HCl	  1	  mM	  
(Promega)	   1:20	   o/n	  a	  37°C	  
TFE	  (50%),	  DTT	  (10	  mM),	  
iodoacetamida	  (50	  mM)	   NO	  
En	  HCl	  1	  mM	  
(Promega)	  	   1:10	   o/n	  a	  37°C	  
DTT	  (10	  mM),	  
iodoacetamida	  (50	  mM)	   SI	  
En	  bicarbonato	  
amónico	  25	  mM	  
(Promega)	  
1:20	   o/n	  a	  37°C	  
Tabla	   15:	   Variaciones	   entre	   los	   diferentes	   protocolos	   de	   digestión	   de	   proteína	   en	  
solución.	  
a2) Digestión	  en	  gel	  
•  Servicio	   de	   Proteómica	   del	   Centro	   de	   Investigaciones	   Biológicas:	   Las	  
digestiones	   se	   realizaron	   a	   partir	   de	   muestras	   de	   proteínas	   separadas	   por	  
electroforesis	  monodimensional	  o	  bidimensional.	  Los	  geles	  de	  poliacrilamida	  teñidos	  
con	  Coomassie	  coloidal	  	  o	  con	  tinción	  fluorescente	  con	  SYPRO	  Ruby	  se	  introdujeron	  
en	  un	  sistema	  EXQuest	  Spot	  Cutter	  (Bio-­‐Rad)	  para	  la	  detección	  y	  escisión	  automática	  
de	   los	   “spots”	   de	   interés.	   Los	   “spots”	   escindidos	   se	   depositaron	   en	   placas	   de	   96	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pocillos	   y	   se	   realizó	   la	   digestión	   automática	   de	   los	   mismos	   usando	   un	   digestor	  
DigestPro	   MS	   (Intavis	   AG).	   El	   protocolo	   de	   digestión	   usado	   estaba	   basado	   en	   el	  
descrito	  por	  Schevchenko	  et	  al.	  (Schevchenko	  et	  al.,	  2006)	  con	  algunas	  variaciones.	  
Las	   piezas	   de	   gel	   se	   lavaron	   con	   bicarbonato	   amónico	   50	   mM	   (Sigma-­‐Aldrich),	   a	  
continuación	  con	  acetonitrilo	  (Sharlau)	  y	  finalmente	  se	  incubaron	  durante	  8	  horas	  a	  
37°C	  con	   tripsina	   (Promega)	  preparada	  a	  una	  concentración	   final	  de	  12,5	  ng/µl	  en	  
bicarbonato	   amónico	   50	  mM.	   La	   extracción	   de	   los	   péptidos	   se	   realizó	   añadiendo	  
acetonitrilo	   al	   70%	   con	   TFA	   al	   0,5%	   (Sigma-­‐Aldrich).	   Los	   péptidos	   tripsinizados	  
eluidos	   se	   secaron	   en	   una	   centrífuga	   de	   vacío	   y	   se	   resuspendieron	   en	   4	   µl	   de	  
acetonitrilo	  al	  30%	  con	  TFA	  al	  0,1%.	  	  
•  Servicio	   de	   Proteómica	   del	   Centro	   Nacional	   de	   Biotecnología:	   Las	  
digestiones	   se	   realizaron	   a	   partir	   de	   muestras	   de	   proteínas	   separadas	   por	  
electroforesis	   monodimensional	   y	   las	   bandas	   de	   proteína	   de	   los	   geles	   de	  
poliacrilamida	  teñidos	  con	  Coomassie	  coloidal	  se	  recortaron	  manualmente	  del	  gel	  y	  
se	   procesaron	   de	   forma	   automática	   en	   una	   estación	   de	   digestión	   y	   preparación	  
Proteineer	  DP	  (Bruker	  Daltonics). El	  protocolo	  de	  digestión	  empleado	  fue	  el	  descrito	  
por	   Schevchenko et	   al.	   (Schevchenko	   et	   al.,	   2006)	   con	   ligeras	   variaciones.	   Las	  
bandas	   se	   lavaron	   con	   25	   μl	   de	   bicarbonato	   amónico	   50	   mM	   y	   con	   25	   μl	   de	  
acetonitrilo.	   A	   continuación	   se	   procedió	   a	   la	   reducción	   con	   DTT	   10	   mM	   en	  
bicarbonato	   amónico	   25	   mM	   durante	   20	   minutos	   a	   56°C	   y	   a	   la	   alquilación	   con	  
iodoacetamida	   a	   50	   mM	   en	   bicarbonato	   amónico	   50	   mM	   durante	   15	   minutos	   a	  
temperatura	   ambiente.	   Las	   bandas	   se	   lavaron	   con	   bicarbonato	   amónico	   50	  mM	  y	  
acetonitrilo	   y	   se	   secaron	   a	   40°C.	   A	   las	   bandas	   de	   gel	   secas	   se	   les	   añadió	   tripsina	  
(Promega)	   a	   una	   concentración	   final	   de	   15	   ng/µl	   en	   bicarbonato	   amónico	   25	  mM	  
con	  acetonitrilo	  al	  50%.	  Se	  dejó	  una	  primera	  etapa	  de	  digestión	  de	  45	  minutos	  a	  4°C	  
y	  a	  continuación	  se	  añadió	  bicarbonato	  amónico	  50	  mM	  para	  proseguir	   la	  segunda	  
etapa	  de	  digestión	  durante	  4	  horas	  más	  a	  37°C.	  Los	  péptidos	  trípticos	  se	  extrajeron	  
con	  TFA	  al	  0,5%	  durante	  15	  minutos.	  Las	  muestras	  se	  secaron	  en	  una	  centrífuga	  de	  
vacío	  y	  se	  reconstituyeron	  en	  acetonitrilo	  acuoso	  al	  30%/15%	  isopropanol	  y	  TFA	  al	  
0,1%	  sonicando	  la	  muestras	  durante	  3	  minutos.	  
b) Digestión	  de	  HSA	  modificada	  in	  vitro	  por	  AX	  para	  su	  análisis	  por	  LC-­‐ESI-­‐MS	  
y	  LC-­‐ESI-­‐MS/MS	  
La	  muestra	  de	  partida	  debía	  contener	  alrededor	  de	  20	  µg	  de	  proteína	  en	  un	  
volumen	  de	  25-­‐100	  µl.	  En	  nuestro	  ensayo	  empleamos	  muestras	  que	  contenían	  30	  µg	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de	   proteína,	   que	   se	   habían	   secado	   previamente	   en	   una	   centrífuga	   de	   vacío	   y	  
reconstituido	  en	  30	  µl	  de	  bicarbonato	  amónico	  50	  mM	  (pH	  7,8).	  
	  Se	  añadieron	  2	  µl	  de	  DTT	  20	  mM	  (concentración	  final	  1	  mM)	  a	  las	  muestras	  
reconstituidas	   y	   se	   incubaron	   durante	   45-­‐60	   minutos	   a	   60°C.	   A	   continuación	   se	  
incubaron	  con	  8	  µl	  de	  iodoacetamida	  20	  mM	  (concentración	  final	  4	  mM)	  durante	  45-­‐
60	   minutos	   a	   37°C	   en	   oscuridad.	   Finalmente	   se	   añadieron	   8	   µl	   de	   DTT	   20	   mM	  
(concentración	   final	  4	  mM),	   incubando	   las	  muestras	  45-­‐60	  minutos	  a	  37°C.	  Para	   la	  
digestión	  con	  tripsina	  (Promega)	  se	  añadieron	  10	  µl	  de	  CaCl2	  5	  mM	  (concentración	  
final	  1	  mM)	  y	  con	  quimotripsina	  (Roche)	  10	  µl	  de	  CaCl2	  50	  mM	  (concentración	  final	  
10	  mM).	  La	  tripsina	  se	  preparó	  a	  una	  concentración	  de	  0,1	  µg/µl	  en	  tampón	  acetato	  
y	   la	   quimotripsina	   a	   0,1	   µg/µl	   en	   HCl	   1	   mM.	   Las	   enzimas	   se	   añadieron	   en	   una	  
proporción	   enzima:proteína	   de	   1:20	   y	   la	   mezcla	   de	   digestión	   se	   dejó	   incubando	  
durante	  16	  horas	  a	  37°C.	  
2.5.3. Análisis	  por	  espectrometría	  de	  masas	  de	  HSA	  modificada	  in	  vitro	  por	  
AX	  
a) Análisis	  de	  muestras	  de	  HSA	  modificada	   in	  vitro	  por	  AX	  mediante	  MALDI-­‐
TOF	  MS	  
Estos	  experimentos	  se	  realizaron	  en	  el	  Servicio	  de	  Proteómica	  del	  Centro	  de	  
Investigaciones	   Biológicas	   en	   un	   espectrómetro	   de	  masas	   Autoflex	   III	  MALDI-­‐TOF-­‐
TOF	  (Bruker	  Daltonics).	  
Se	   emplearon	   muestras	   de	   HSA	   modificada	   por	   AX	   y	   muestras	   control	   sin	  
modificar	  que	  se	  purificaron	  en	  mini-­‐columnas	  de	  fase	  reversa	  (ZipTip	  C4,	  Millipore)	  
siguiendo	   las	   indicaciones	   del	   fabricante	   y	   se	   reconstituyeron	   en	   H2O	   milliQ.	   La	  
solución	   matriz	   compuesta	   por	   2,5-­‐dihidroxi-­‐acetofenona	   (2,5-­‐DHAP)	   se	   preparó	  
disolviendo	  7,6	  mg	  (50	  µmoles)	  en	  375	  µl	  de	  etanol	  y	  125	  µl	  de	  di-­‐amonio	  hidrógeno	  
citrato	  a	  80	  mM	  en	  solución	  acuosa.	  Se	  disolvieron	  2	  µl	  de	  cada	  muestra	  proteica	  en	  
2	  µl	  de	  TFA	  al	  2%	  y	  2	  µl	  de	  la	  solución	  matriz.	  Se	  depositó	  1	  µl	  de	  esta	  mezcla	  sobre	  
una	   placa	   MALDI	   AnchorChip	   de	   800	   mm	   	   (Bruker	   Daltonics)	   y	   se	   dejó	   secar	   a	  
temperatura	  ambiente.	  Los	  espectros	  se	  adquirieron	  usando	  una	  potencia	  de	   láser	  
justo	   por	   encima	   del	   umbral	   de	   ionización,	   detectando	   los	   iones	   positivos.	   La	  
calibración	   externa	   se	   realizó	   usando	   albúmina	   bovina	   (Sigma-­‐Aldrich),	   abarcando	  
un	  intervalo	  de	  peso	  molecular	  comprendido	  entre	  los	  20000	  y	  los	  70000	  Da.	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b) Análisis	  de	  muestras	  de	  HSA	  modificada	  in	  vitro	  por	  AX	  mediante	  ESI-­‐MS	  
El	   trabajo	   experimental	   de	   este	   apartado	   se	   realizó	   por	   el	   grupo	   de	  
investigación	   del	   profesor	   Giancarlo	   Aldini	   del	   Departamento	   de	   Ciencias	  
Farmacéuticas	  “Pietro	  Pratesi”	  de	  la	  “Università	  degli	  Studi	  di	  Milano”	  (Italia),	  donde	  
se	   realizó	   el	   análisis	   de	   las	   muestras	   en	   un	   espectrómetro	   de	  masas	   con	   trampa	  
iónica	   lineal	   LTQ	   OrbitrapTM	   XL	   (Thermo	   Scientific)	   equipado	   con	   una	   fuente	   de	  
ionización	  por	  electrospray	  (Finnigan	  Ion	  Max).	  
Se	  tomaron	  3	  alícuotas	  de	  las	  diferentes	  muestras	  de	  HSA	  modificada	  por	  AX	  
y	   se	   filtraron	   y	   desalaron	   por	   separado	   en	   columnas	   de	   filtración	   YM-­‐30	   con	   un	  
tamaño	  de	  poro	  de	  30	  kDa	  (Microcon	  Centrifugal	  Filter	  Devices,	  Millipore)	  según	  se	  
describe	  a	  continuación.	  En	  primer	  lugar	  se	  acondicionaron	  los	  filtros	  con	  H2O	  milliQ	  
centrifugando	   durante	   6	   minutos	   a	   12500	   rpm.	   Se	   cargaron	   las	   muestras	   en	   las	  
columnas	  y	  se	  centrifugaron	  a	  12500	  rpm	  durante	  6	  minutos.	  Después	  se	  realizaron	  
diferentes	  lavados	  en	  cada	  una	  de	  las	  alícuotas	  para	  eliminar	  de	  forma	  progresiva	  las	  
posibles	   interacciones	   no	   covalentes	   entre	   la	   proteína	   y	   el	   fármaco:	   la	   primera	  
alícuota	  se	  lavó	  4	  veces	  con	  0,3	  ml	  de	  H2O	  milliQ,	  la	  segunda	  alícuota	  se	  lavó	  2	  veces	  
con	  0,3	  ml	  de	  H2O	  milliQ	  y	  2	  veces	  con	  0,3	  ml	  de	  etanol	  en	  solución	  acuosa	  en	  una	  
proporción	  H2O:EtOH	  1:1	   (v:v),	   	  y	   la	   tercera	  alícuota	  se	   lavó	  4	  veces	  con	  0,3	  ml	  de	  
etanol	  en	  solución	  acuosa	  en	  una	  proporción	  H2O:EtOH	  1:1	  (v/v).	  Tras	  cada	   lavado	  
las	  muestras	  se	  centrifugaron	  a	  12500	  rpm	  hasta	  que	  finalmente	  quedó	  un	  volumen	  
de	   muestra	   de	   50	   µl.	   Para	   la	   recuperación	   de	   las	   muestras	   concentradas	   se	  
invirtieron	  las	  columnas	  de	  filtración	  en	  un	  nuevo	  tubo	  colector	  y	  se	  centrifugaron	  a	  
3000	   rpm	   durante	   3	   minutos.	   Las	   alícuotas	   concentradas	   (96	   µg	   de	   proteína)	   se	  
diluyeron	  en	  200	  µl	  de	  H2O	  y	  200	  µl	  de	  CH3CN/H2O/HCOOH	   (60:40:0,4	   v/v/v)	   y	   se	  
inyectaron	  en	  el	   espectrómetro	  de	  masas	   con	  una	  velocidad	  de	   flujo	  de	  5	  µl/min.	  
Como	   calibración	   interna	   se	  usó	  una	   lista	  de	  20	   contaminantes	  plásticos	   comunes	  
que	  se	  detectan	  como	  señal	  de	  fondo	  en	  el	  análisis	  por	  ESI-­‐MS.	  
2.5.4. Identificación	  de	  residuos	  de	  la	  HSA	  modificados	  in	  vitro	  por	  AX	  
a) Identificación	   de	   los	   residuos	   de	   la	   HSA	   modificados	   in	   vitro	   por	   AX	  
mediante	  MALDI-­‐TOF-­‐TOF	  MS/MS	  
a1) Servicio	  de	  Proteómica	  del	  Centro	  de	  Investigaciones	  Biológicas	  
Se	  emplearon	  muestras	  de	  HSA	  modificada	  in	  vitro	  por	  AX	  y	  controles	  de	  HSA	  
sin	  modificar	   digeridos	   en	   solución	   con	   tripsina.	   1	   µl	   cada	  muestra	   tripsinizada	   se	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depositó	  sobre	  una	  placa	  AnchorChip	  de	  800	  µm	  (Bruker	  Daltonics)	  y	  se	  dejó	  secar	  a	  
temperatura	   ambiente.	   1	   µl	   de	   la	   solución	   matriz	   (3	   mg/ml	   de	   ácido	   α-­‐ciano-­‐4-­‐
hidroxicinámico)	  preparada	  en	  acetonitrilo	  al	  33%	  con	  TFA	  al	  0,1%	  se	  depositó	  sobre	  
el	  producto	  de	  la	  digestión	  y	  se	  dejó	  secar	  a	  temperatura	  ambiente.	  	  
Las	  muestras	   se	   analizaron	   en	   un	   espectrómetro	   de	  masas	  MALDI-­‐TOF-­‐TOF	  
Autoflex	   III	   (Bruker	   Daltonics)	   y	   se	   tomaron	   1000	   scans	   para	   el	   análisis	   de	   huella	  
peptídica	   y	   2000	   scans	   para	   el	   de	   MS/MS.	   La	   calibración	   interna	   del	   análisis	   de	  
MALDI-­‐TOF	  MS	  se	  realizó	  usando	  2	  iones	  de	  autolisis	  de	  la	  tripsina	  con	  un	  valor	  de	  
m/z	  de	  842,510	  y	  2211,05	  Da	  y	  las	  calibraciones	  para	  el	  análisis	  de	  MALDI-­‐TOF/TOF	  
MS/MS	   se	   realizaron	   con	   fragmentos	   de	   iones	   obtenidos	   a	   partir	   de	   aductos	  
protonados	  de	  una	  mezcla	  de	  péptidos	  que	  abarca	  un	   intervalo	  de	  valores	  m/z	  de	  
800-­‐3200	  Da.	  El	  error	  típico	  observado	  en	  la	  precisión	  de	  los	  valores	  de	  masa	  en	  la	  
calibración	  era	  normalmente	  inferior	  a	  20	  ppm.	  	  
Los	   datos	   obtenidos	   por	   MALDI-­‐MS	   y	   MS/MS	   se	   enviaron	   a	   través	   del	  
programa	  BioTools	  3.0	  (Bruker	  Daltonics)	  al	  programa	  Mascot	  (Matric	  Science)	  para	  
efectuar	   la	   búsqueda	   en	   la	   base	   de	   datos	   pública	   de	   proteínas	   del	   NCBI	   (NCBI:	  
20100306).	  Los	  parámetros	  de	  búsqueda	  establecidos	  fueron	  los	  siguientes:	  enzima,	  
tripsina;	  modificaciones,	   carbamidometil	   (C),	  oxidación	   (M);	   se	  permitió	   la	  pérdida	  
de	   un	   corte	   tríptico;	   tolerancia	   peptídica,	   50	   ppm;	   tolerancia	   MS/MS,	   0,5	   Da.	   Se	  
consideraron	  significativas	  (p	  <	  0,05)	  puntuaciones	  de	  probabilidad	  superiores	  a	  75.	  	  	  
a2) Servicio	  de	  Proteómica	  del	  Centro	  Nacional	  de	  Biotecnología	  
Se	  emplearon	  muestras	  de	  HSA	  modificada	  in	  vitro	  por	  AX	  y	  controles	  de	  HSA	  
sin	  modificar	  digeridos	  en	  solución	  con	  tripsina.	  Se	  depositó	  una	  alícuota	  de	  0,8	  μl	  
de	  la	  mezcla	  de	  péptidos	  y	  se	  dejó	  secar	  a	  temperatura	  ambiente.	  Posteriormente	  se	  
añadieron	   0,8	   μl	   de	   solución	  matriz	   (ácido	   α-­‐ciano-­‐4-­‐hidroxi-­‐cinámico	   3	  mg/ml	   en	  
acetonitrilo	   acuoso	   al	   30%/15%	   isopropanol	   y	   TFA	   al	   0,1%)	   en	   una	   placa	  OptiTOF	  
(Applied	  Biosystems)	  y	  se	  dejó	  secar	  de	  nuevo	  a	  temperatura	  ambiente.	  	  
Las	  muestras	   se	   analizaron	   de	  manera	   automática	   en	   un	   espectrómetro	   de	  
masas	   4800	   MALDI-­‐TOF/TOF	   (Applied	   Biosystems)	   en	   modo	   reflector	   positivo	   de	  
iones	   (con	   un	   voltaje	   de	   aceleración	   de	   iones	   de	   25	   kV	   para	   la	   adquisición	   de	   los	  
espectros	  de	  MS	  y	  de	  1	  kV	  para	   los	  de	  MS/MS).	  Cada	  espectro	  de	  huella	  peptídica	  
fue	   calibrado	   internamente	   empleando	   determinadas	   señales	   provenientes	   de	   la	  
autolisis	   de	   la	   tripsina.	   El	   error	   típico	   observado	   en	   la	   precisión	   de	   los	   valores	   de	  
masa	  en	  la	  calibración	  era	  inferior	  a	  30	  ppm.	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Los	   datos	   de	   masa	   correspondientes	   a	   los	   péptidos	   trípticos	   obtenidos	   se	  
enviaron	   automáticamente	   a	   través	   del	   programa	   Global	   Protein	   Server	   (GPS,	  
Applied	  Biosystems)	  al	  programa	  Mascot	  (Matrix	  Science)	  para	  efectuar	  la	  búsqueda	  
en	   la	   base	   de	   datos	   pública	   NCBInr.	   Los	   parámetros	   de	   búsqueda	   establecidos	  
fueron:	   enzima,	   tripsina;	   se	   permitió	   la	   pérdida	   de	   un	   corte	   tríptico;	   tolerancia	  
peptídica,	   100	   ppm.	   En	   todos	   los	   casos	   en	   que	   se	   validó	   la	   identificación	   de	   una	  
proteína,	   la	  puntuación	  de	  probabilidad	  superó	  el	  umbral	  establecido	  por	  el	  motor	  
de	  búsqueda	  Mascot	  (p	  <	  al	  valor	  fijado	  como	  significativo).	  
b) Identificación	  de	  los	  residuos	  de	  HSA	  modificados	  in	  vitro	  por	  AX	  mediante	  
LC-­‐ESI-­‐MS/MS	  
En	  este	  ensayo	  se	  emplearon	  péptidos	  de	  HSA	  modificada	  por	  AX	  obtenidos	  a	  
partir	   de	   la	   digestión	   con	   tripsina	   y	   tripsina/quimotripsina.	   Antes	   de	   cargar	   las	  
muestras	  en	  el	  sistema	  de	  cromatografía	  líquida	  se	  añadió	  ácido	  fórmico	  a	  la	  mezcla	  
de	  péptidos	  hasta	  una	  concentración	  final	  del	  10%.	  1	  µl	  de	  la	  muestra	  se	  inyectó	  en	  
el	   sistema	   de	   nanocromatografía	   (UltiMate	   3000	   RSLCnano	   System,	   Dionex)	   y	   la	  
mezcla	   peptídica	   se	   cargó	   en	   una	   columna	   de	   fase	   reversa	   (PicoFritTM	   Column,	  
HALO,	  C18,	  2,7	  microm,	  100	  Å,	  75	  microm	  i.d.	  x	  10	  cm,	  New	  Objective).	  Los	  péptidos	  
se	  eluyeron	  a	  una	  velocidad	  de	  flujo	  constante	  de	  300	  nl/min.	  	  
El	   sistema	   de	   cromatografía	   líquida	   estaba	   conectado	   al	   espectrómetro	   de	  
masas	  LTQ	  OrbitrapTMXL.	  La	  detección	  de	  los	  péptidos	  modificados	  por	  el	  fármaco	  y	  
la	   identificación	   de	   los	   sitios	   de	   modificación	   se	   realizó	   mediante	   una	   estrategia	  
compuesta	   por	   2	   pasos	   diferentes:	   el	   primer	   paso	   consistió	   en	   el	   análisis	   del	  
espectro	  de	  MS/MS	  registrado	  en	  el	  modo	  de	  fragmentación	  de	  iones	  de	  disociación	  
por	  colisión	  de	  alta	  energía	  (HCD)	  con	  el	  fin	  de	  encontrar	   los	   iones	  diagnósticos	  de	  
este	  ensayo;	  y	  el	  siguiente	  paso	  consistió	  en	  comparar	  los	  iones	  precursores	  con	  una	  
lista	  teórica	  de	  iones	  modificados	  generados	  a	  partir	  de	  la	  digestión	  virtual	  de	  la	  HSA	  
con	  tripsina/quimotripsina.	  
2.5.5. Identificación	  de	  proteínas	  séricas	  y	  celulares	  mediante	  MALDI-­‐TOF-­‐
TOF	  MS	  y	  MS/MS	  
La	   identificación	   de	   las	   proteínas	   de	   interés	   se	   realizó	   en	   el	   Servicio	   de	  
Proteómica	  del	  Centro	  de	  Investigaciones	  Biológicas	  en	  un	  espectrómetro	  de	  masas	  
MALDI-­‐TOF-­‐TOF	  Autoflex	  III	  (Bruker	  Daltonics).	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Se	   identificaron	   muestras	   de	   proteínas	   séricas	   y	   celulares	   separadas	   por	  
electroforesis	   bidimensional	   y	   sometidas	   a	   una	   digestión	   en	   gel	   con	   tripsina.	   1	   µl	  
cada	   muestra	   tripsinizada	   se	   depositó	   sobre	   una	   placa	   AnchorChip	   de	   800	   µm	  
(Bruker	  Daltonics)	  y	  se	  dejó	  secar	  a	  temperatura	  ambiente.	  1	  µl	  de	  la	  solución	  matriz	  
(3	  mg/ml	  de	  ácido	  α-­‐ciano-­‐4-­‐hidroxicinámico)	  preparada	  en	  acetonitrilo	  al	  33%	  con	  
TFA	   al	   0,1%	   se	   depositó	   sobre	   el	   producto	   de	   la	   digestión	   y	   se	   dejó	   secar	   a	  
temperatura	  ambiente.	  	  
Las	  muestras	  se	  analizaron	  por	  espectrometría	  de	  masas	  y	  se	  tomaron	  1000	  
scans	  para	  el	  análisis	  de	  huella	  peptídica	  y	  2000	  scans	  para	  el	  de	  MS/MS.	  Se	  realizó	  
un	   análisis	   automatizado	   de	   los	   datos	   de	   masa	   usando	   el	   programa	   FlexAnalysis	  
(Bruker	   Daltonics).	   La	   calibración	   interna	   del	   análisis	   de	  MALDI-­‐TOF	  MS	   se	   realizó	  
usando	  2	  iones	  de	  autolisis	  de	  la	  tripsina	  con	  un	  valor	  de	  m/z	  de	  842,510	  y	  2211,05	  
Da,	  y	   las	  calibraciones	  para	  el	  análisis	  de	  MALDI-­‐TOF-­‐TOF	  MS/MS	  se	  realizaron	  con	  
fragmentos	   de	   iones	   obtenidos	   a	   partir	   de	   aductos	   protonados	   de	   una	  mezcla	   de	  
péptidos	   que	   abarca	   un	   intervalo	   de	   valores	  m/z	   de	   800-­‐3200	   Da.	   El	   error	   típico	  
observado	  en	  la	  precisión	  de	  los	  valores	  de	  masa	  en	  la	  calibración	  era	  normalmente	  
inferior	  a	  20	  ppm.	  	  
Los	   datos	   obtenidos	   por	   MALDI-­‐MS	   y	   MS/MS	   se	   enviaron	   a	   través	   del	  
programa	  BioTools	  3.0	  (Bruker	  Daltonics)	  al	  programa	  Mascot	  (Matric	  Science)	  para	  
efectuar	   la	   búsqueda	   en	   la	   base	   de	   datos	   pública	   de	   proteínas	   del	   NCBI	   (NCBI:	  
20100306).	  Los	  parámetros	  de	  búsqueda	  establecidos	  fueron	  los	  siguientes:	  enzima,	  
tripsina;	  modificaciones,	   carbamidometil	   (C),	  oxidación	   (M);	   se	  permitió	   la	  pérdida	  
de	   un	   corte	   tríptico;	   tolerancia	   peptídica,	   50	   ppm;	   tolerancia	   MS/MS,	   0,5	   Da.	   Se	  
consideraron	  significativas	  (p	  <	  0,05)	  puntuaciones	  de	  probabilidad	  superiores	  a	  75.	  	  	  
2.6. Microscopía	  de	  fluorescencia	  
Los	  macrófagos	  de	  ratón	  de	  la	  línea	  célular	  Raw264.7	  (ATCC)	  se	  cultivaron	  en	  
placas	  de	  35	  mm	  de	  diámetro	   con	   fondo	  de	   vidrio	   (Mat	  Tek	  Corporation)	  o	   sobre	  
cubreobjetos	  de	  cristal.	  Las	  células	  se	  fijaron	  con	  paraformaldehído	  al	  4%	  durante	  30	  
minutos,	   se	   permeabilizaron	   con	   Tritón	   X-­‐100	   al	   0,05%	   durante	   10	   minutos	   y	   se	  
bloquearon	   con	   una	   solución	   de	   BSA	   al	   1%	   (v/v)	   en	   PBS	   durante	   20	  minutos.	   Las	  
células	  se	   incubaron	  con	  estreptavidina–Alexa	  Fluor	  488	  a	  1	  µg/ml	  en	  PBS	  durante	  
30	  minutos	  y	  con	  DAPI	  (Invitrogen)	  a	  2	  µg/ml	  durante	  20	  minutos.	  Tras	  cada	  una	  de	  
las	   incubaciones	  se	  hicieron	  varios	   lavados	  de	  5-­‐10	  minutos	  con	  PBS.	  Las	  muestras	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que	   se	   prepararon	   en	   cubreobjetos	   se	   montaron	   en	   portaobjetos	   con	   medio	   de	  
montaje	  FluorSaveTM	  Reagent	  (Calbiochem®,	  Merck	  Millipore).	  
Las	  células	  se	  observaron	  en	  un	  microscopio	  confocal	  espectral	  Leica	  TCS	  SP2	  
disponible	  en	  el	  Servicio	  de	  Microscopía	  del	  Centro	  de	  Investigaciones	  Biológicas.	  Se	  
utilizó	  un	  objetivo	  de	  63	  aumentos	  y	  se	  obtuvieron	  secciones	  celulares	  cada	  1	  μm.	  
3. Soluciones,	  tampones	  y	  material	  fungible	  
3.1. Soluciones	  y	  tampones	  
• Bicarbonato	  sódico	  0,1	  M	  
• Carbonato	  bicarbonato	  50	  mM	  (pH	  10,2)	  
• Gel	  poliacrilamida	  (concentrador):	  Acrilamida/bis-­‐acrilamida,	  1	  M	  Tris	  (pH	  6,8),	  
H2O	   milliQ,	   SDS,	   persulfato	   amónico,	   TEMED.	   Los	   reactivos	   fueron	  
suministrados	  por	  Bio-­‐Rad	  y	  poseían	  un	  grado	  de	  pureza	  apto	  para	  ensayos	  de	  
electroforesis.	  
• Gel	   poliacrilamida	   (separador):	   Acrilamida/bis-­‐acrilamida,	   1	   M	   Tris	   (pH	   8,8),	  
H2O	   milliQ,	   SDS,	   persulfato	   amónico,	   TEMED.	   Los	   reactivos	   fueron	  
suministrados	  por	  Bio-­‐Rad	  y	  poseían	  un	  grado	  de	  pureza	  apto	  para	  ensayos	  de	  
electroforesis.	  
• Tampón	  electroforesis:	  Tris	  3,3	  g/l,	  glicina	  14,42	  g/l	  y	  SDS	  1	  g/l	  (pH	  8,3)	  
• Tampón	   equilibrado	   I	   para	   electroforesis	   bidimensional:	   urea	   6	  M,	   SDS	   2	   %	  
(p/v),	  Tris	  0,375	  M	  (pH	  8,8),	  glicerol	  20	  %	  y	  130	  mM	  DTT	  
• Tampón	   equilibrado	   II	   para	   electroforesis	   bidimensional:	   urea	   6	  M,	   SDS	   2	  %	  
(p/v),	  Tris	  0,375	  M	  (pH	  8,8),	  glicerol	  20	  %	  y	  135	  mM	  iodoacetamida	  
• Tampón	  estimulación	  para	  TAB:	  2%	  HEPES	   (v/v),	  0,78%	  NaCl	   (p/v),	  0,04%	  KCl	  
(p/v),	  0,08%	  CaCl2	  (p/v),	  0,03%	  MgCl2	  (p/v),	  0,1%	  HSA	  (p/v),	  IL-­‐3	  2	  x	  10-­‐3	  µg/ml.	  	  
•  HEPES:	  Gibco	  
•  Interleuquina	  3	  (rhIL-­‐3):	  R&D	  Systems	  
• Tampón	  fosfato	  salino	  (PBS):	  0,8%	  NaCl	  (p/v),	  0,02%	  KCl	  (p/v),	  0,12%	  Na2HPO4	  
(p/v),	  0,02%	  KH2PO4	  (p/v)	  (pH	  7,4)	  
• Tampón	   lisis	  para	  homogeneización	  de	  células:	  Tris	  10	  mM	  (pH	  7,5),	  0,1	  mM	  
EDTA	   0,1	   mM,	   EGTA	   0,1	   mM,	   β-­‐mercaptoetanol	   0,1	   mM,	   inhibidores	   de	  
proteasas	   y	   fosfatasas:	   pefablock	   320	   μg/ml,	   inhibidor	   de	   tripsina	   2	   μg/ml,	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aprotinina	  2	  μg/ml,	  leupeptina	  2	  μg/ml,	  ortovanadato	  sódico	  0,1	  mM,	  fluoruro	  
sódico	  50	  mM	  y	  SDS	  a	  una	  concentración	  final	  del	  0,5%	  (p/v).	  
•  Inhibidores	  de	  proteasas	  y	  fosfatas:	  Sigma-­‐Aldrich	  y	  Roche	  
•  SDS:	  Sigma-­‐Aldrich	  
• Tampón	  purificación	  de	  HSA	  A:	  Na2HPO4	  20	  mM	  (pH	  7,1)	  
• Tampón	  purificación	  de	  HSA	  B:	  Na2HPO4	  20	  mM	  (pH	  7,1)	  +	  NaCl	  1,4	  M	  
• Tampón	   rehidratación	  para	  electroforesis	  bidimensional:	   tiourea	  2	  M,	  urea	  7	  
M,	  CHAPS	  4%,	  DTT	  100	  mM,	  azul	  de	  bromofenol	  y	  anfolitos	  0,4%.	  
•  Anfolitos:	  Biolyte,	  Bio-­‐Rad	  
• Tampón	   transferencia	   Ánodo	   I	   para	   transferencia	   semi-­‐seca:	   Tris	   0,3	  M	   (pH	  
10,4);	  metanol	  10%	  (v/v)	  
• Tampón	  transferencia	  Ánodo	  II	  para	  transferencia	  semi-­‐seca:	  Tris	  2,5	  mM	  (pH	  
10,4);	  metanol	  10%	  (v/v)	  
• Tampón	   transferencia	   Cátodo	   para	   transferencia	   semi-­‐seca:	   Tris	   25	  mM	   (pH	  
9,4);	  ácido	  6-­‐aminohexanoico	  40	  mM;	  metanol	  20%	  (v/v)	  
• Tampón	  Tris	  salino	  (TBS):	  Tris	  20	  mM,	  NaCl	  500	  mM	  (pH	  7,5)	  	  
3.2. Material	  fungible	  
• Cubreobjtetos	  y	  portaobjetos	  
• Jeringas	  y	  agujas	  hipodérmicas:	  BD	  PlastipackTM,	  BD	  Biosciences	  	  
• Lancetas	  para	  pruebas	  intracutáneas	  
• Material	  plástico	  cultivos	  celulares:	  Falcon,	  BD	  Biosciences	  	  
• Placas	  35	  mm	  de	  diámetro	  (microscopía	  confocal):	  Mat	  Tek	  Corporation	  
• Tubos	  extracción	  de	  vacío	  con	  gel	  (8ml):	  Vacuette,	  Greiner	  bio-­‐one	  
• Tubos	  extracción	  de	  vacío	  con	  heparina	  lítica	  (8	  ml):	  Vacuette,	  Greiner	  bio-­‐one	  
• Tubos	  poliestireno	  12	  x	  75	  mm	  (5	  ml)	  para	  TAB:	  BD	  FalconTM,	  BD	  Biosciences	  
• Tubos	  vidrio	  12	  x	  75	  mm	  (6	  ml)	  para	  radioinmunoensayo:	  Griofols-­‐Movaco	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1. Valoración	  del	  papel	  de	  los	  determinantes	  menores	  de	  la	  AX	  en	  el	  
diagnóstico	  de	  las	  reacciones	  alérgicas	  inmediatas	  a	  AX	  
La	  sensibilidad	  de	  las	  pruebas	  cutáneas	  y	  de	  los	  métodos	   in	  vitro	  empleados	  
en	  el	  diagnóstico	  de	  las	  reacciones	  alérgicas	  inmediatas	  a	  AX	  no	  supera	  el	  70%	  en	  el	  
caso	  de	  las	  pruebas	  cutáneas	  (Torres	  et	  al.,	  2001;	  Blanca	  et	  al.,	  2007)	  y	  es	  inferior	  al	  
50%	  en	  los	  métodos	  diagnósticos	   in	  vitro	  (Torres	  et	  al.,	  2001;	  Sánchez	  et	  al.,	  2002;	  
Torres	  et	  al.,	  2004;	  Blanca	  et	  al.,	  2009),	  por	   lo	  que	  son	  necesarios	  nuevos	  estudios	  
encaminados	  a	  mejorar	  la	  sensibilidad	  de	  estas	  pruebas	  para	  así	  conseguir	  reducir	  el	  
número	  de	  casos	  en	   los	  que	  es	  necesario	   realizar	   la	  administración	  controlada	  del	  
fármaco	  para	  poder	  obtener	  un	  diagnóstico.	  	  
En	  este	  trabajo	  se	  analizó	  la	  utilidad	  del	  uso	  de	  determinantes	  menores	  de	  la	  
AX	   (ácido	   amoxiciloico	   y	   dicetopiperacina)	   en	   la	   mejora	   de	   la	   sensibilidad	   de	   las	  
pruebas	  cutáneas	  y	  de	  las	  pruebas	  in	  vitro.	  
1.1. Obtención	  de	  determinantes	  menores	  de	  la	  AX	  
Los	  determinantes	  menores	  de	  la	  AX	  empleados	  en	  el	  estudio	  fueron	  el	  ácido	  
amoxiciloico	  y	  la	  dicetopiperacina,	  obtenidos	  a	  partir	  de	  la	  hidrolisis	  y	  autoaminolisis	  
de	  la	  AX	  respectivamente	  (Figura	  30).	  Para	  determinar	  el	  grado	  de	  pureza	  de	  la	  AX,	  
del	   ácido	   amoxiciloico	   y	   de	   la	   dicetopiperacina	   suministrados	   por	   los	   Laboratorios	  
Diater	   se	   realizó	   un	   análisis	   por	   HPLC.	   Los	   resultados	  mostraron	   que	   el	   grado	   de	  
pureza	  de	  la	  AX	  era	  del	  91%	  y	  que	  contenía	  un	  5,4%	  de	  un	  producto	  no	  identificado	  
y	  trazas	  de	  ácido	  amoxiciloico.	  En	  el	  caso	  del	  ácido	  amoxiciloico,	  su	  grado	  de	  pureza	  
era	  del	   88%,	   con	  un	  12%	  de	  un	  producto	  no	   identificado.	   Por	   último,	   el	   grado	  de	  
pureza	   de	   la	   dicetopiperacina	   era	   del	   92%	   y	   contenía	   un	   8%	   de	   un	   producto	   no	  
identificado	  (Tabla	  16).	  
	  
	  
Composición	  química	  (%)	  
Amoxicilina	   Ácido	  	  amoxiciloico	   Dicetopiperacina	   Otros	  
Amoxicilina	   91%	   Trazas	   -­‐	   5,4%	  
Ácido	  amoxiciloico	   -­‐	   88%	   -­‐	   12%	  
Dicetopiperacina	   -­‐	   -­‐	   92%	   8%	  
	  
Tabla	   16:	   Composición	   química	   (%)	   de	   la	   AX,	   del	   ácido	   amoxiciloico	   y	   de	   la	  
dicetopiperacina	  determinada	  por	  HPLC.	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1.2. Selección	  y	  clasificación	  de	  pacientes.	  Pruebas	  in	  vivo.	  
En	   el	   estudio	   se	   incluyeron	   61	   pacientes	   (28	   hombres	   y	   33	   mujeres)	  
diagnosticados	  de	  haber	  sufrido	  una	  reacción	  alérgica	  inmediata	  a	  AX	  (Tabla	  17).	  La	  
edad	  media	  de	  los	  pacientes	  era	  de	  45,7	  años	  (14-­‐76	  años)	  y	  el	  intervalo	  medio	  de	  
tiempo	  transcurrido	  entre	  la	  reacción	  y	  el	  estudio	  alergológico	  fue	  de	  24,6	  meses	  (1-­‐
204	   meses).	   De	   acuerdo	   con	   los	   síntomas	   clínicos,	   44	   pacientes	   desarrollaron	  
anafilaxia	   y	   17	   tuvieron	   urticaria.	   6	   de	   los	   pacientes	   habían	   sufrido	   2	   episodios	  
alérgicos	  con	  AX,	  mientras	  que	  el	  resto	  de	  pacientes	  habían	  experimentado	  un	  único	  
episodio.	  Los	  fármacos	  involucrados	  en	  la	  reacción	  fueron	  la	  AX	  (n	  =	  39)	  y	  la	  AX-­‐CLV	  
(n	  =	  24).	  
Tabla	   17:	   Características	   clínicas	   de	   los	   pacientes	   evaluados	   y	   resultados	   de	   las	   pruebas	  
cutáneas	  realizadas	  con	  los	  determinantes	  clásicos	  de	  penicilina	  y	  los	  nuevos	  determinantes	  
de	  la	  AX	  (se	  indica	  la	  concentración	  a	  la	  que	  se	  obtuvieron	  resultados	  positivos).	  
Pac	   Sexo	   Edad	  	  (años)	   Reacción	   Fármaco	  
Interv	  
tiempo	  
(meses)	  
Nº	  	  
episod	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Pruebas	  cutáneas	  
Determinantes	  clásicos	   Nuevos	  determinantes	  
PPL	   MDM	   BP	   AX	   AX	   Axciloico	   Dicetop	  
1A	   M	   40	   Anafilaxia	   AX-­‐CLV	   10	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	   ID	  +	  	  	  	  	  	  	  	  	  
5	  mg/ml	  
ID	  +	  	  	  	  	  	  	  	  	  
5	  mg/ml	  
-­‐	  
2A	   M	   49	   Anafilaxia	   AX-­‐CLV	   5	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   IC	  +	   ID	  +	  	  	  	  	  	  	  	  	  5	  mg/ml	   -­‐	   -­‐	  
3A	   H	   64	   Urticaria	   AX	   9	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	   ID	  +	  	  	  	  	  	  	  	  	  
5	  mg/ml	  
ID	  +	  	  	  	  	  	  	  	  	  
5	  mg/ml	  
-­‐	  
4A	   M	   20	   Urticaria	   AX	   8	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	   ID	  +	  	  	  	  	  	  	  	  	  5	  mg/ml	   -­‐	   -­‐	  
5A	   H	   38	   Urticaria	   AX	   2	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
6A	   M	   52	   Anafilaxia	   AX-­‐CLV	   14	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   IC	  +	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
7A	   M	   33	   Urticaria	   AX	   6	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	   ID	  +	  	  	  	  	  	  	  	  	  5	  mg/ml	   -­‐	   -­‐	  
8A	   M	   39	   Anafilaxia	   AX-­‐CLV	   1	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	   ID	  +	  	  
5mg/ml	  
-­‐	   -­‐	  
9A	   M	   38	   Urticaria	   AX	   36	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	   ID	  +	  	  	  	  	  	  10	  mg/ml	   -­‐	   -­‐	  
10A	   M	   43	   Anafilaxia	   AX-­‐CLV	   36	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   IC	  +	   ID	  +	  	  	  	  	  	  	  	  	  5	  mg/ml	   -­‐	   -­‐	  
11A	   M	   31	   Anafilaxia	   AX	   36	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   IC	  +	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
12A	   H	   58	   Anafilaxia	   AX	   8	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
13A	   M	   27	   Anafilaxia	   AX	   3	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	   ID	  +	  	  	  	  	  	  	  	  	  
5	  mg/ml	  
-­‐	   -­‐	  
14A	   M	   60	   Anafilaxia	   AX	  AX-­‐CLV	   3	   2	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   IC	  +	  
IC	  +	  	  	  	  	  	  
10	  mg/ml	  
ID	  +	  	  	  	  	  	  	  	  	  
5	  mg/ml	   -­‐	  
15A	   H	   43	   Anafilaxia	   AX-­‐CLV	  
AX	  
2	   2	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	   ID	  +	  	  	  	  	  	  
10	  mg/ml	  
-­‐	   -­‐	  
16A	   H	   50	   Anafilaxia	   AX	   24	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	   -­‐	   -­‐	   -­‐	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Pac	   Sexo	   Edad	  	  (años)	   Reacción	   Fármaco	  
Interv	  
tiempo	  
(meses)	  
Nº	  	  
episod	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Pruebas	  cutáneas	  
Determinantes	  clásicos	   Nuevos	  determinantes	  
PPL	   MDM	   BP	   AX	   AX	   Axciloico	   Dicetop	  
17A	   M	   50	   Anafilaxia	   AX	   3	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	   ID	  +	  	  	  	  	  	  
10	  mg/ml	  
-­‐	   -­‐	  
18A	   H	   43	   Anafilaxia	   AX-­‐CLV	   5	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	   IC	  +	  	  	  	  	  	  10	  mg/ml	   -­‐	   -­‐	  
19A	   M	   48	   Anafilaxia	   AX-­‐CLV	   70	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	   IC	  +	  	  	  	  	  	  
10	  mg/ml	  
ID	  +	  	  	  	  	  	  	  	  	  
1	  mg/ml	  
ID	  +	  	  	  	  	  	  
10	  mg/ml	  
20A	   H	   58	   Anafilaxia	   AX	   6	   2	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   IC	  +	   IC	  +	  	  	  	  	  	  10	  mg/ml	  
ID	  +	  	  	  	  	  	  	  	  	  
5	  mg/ml	   -­‐	  
21A	   H	   48	   Anafilaxia	   AX	   36	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   IC	  +	   IC	  +	  	  	  	  	  	  10	  mg/ml	  
ID	  +	  	  	  	  	  	  	  	  	  
5	  mg/ml	   -­‐	  
22A	   H	   34	   Anafilaxia	   AX-­‐CLV	   5	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   IC	  +	   IC	  +	  	  	  	  	  	  10	  mg/ml	   -­‐	   -­‐	  
23A	   H	   47	   Anafilaxia	   AX	   84	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	   ID	  +	  	  	  	  	  	  10	  mg/ml	   -­‐	   -­‐	  
24A	   H	   35	   Anafilaxia	   AX	   4	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	   ID	  +	  	  	  	  	  	  
10	  mg/ml	  
-­‐	   -­‐	  
25A	   M	   47	   Anafilaxia	   AX	   12	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
26A	   M	   53	   Anafilaxia	   AX	   2	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	   ID	  +	  	  	  	  	  	  
10	  mg/ml	  
-­‐	   -­‐	  
27A	   H	   49	   Anafilaxia	   AX	   5	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   IC	  +	   IC	  +	  	  	  	  	  	  10	  mg/ml	  
ID	  +	  	  	  	  	  	  	  	  	  
5	  mg/ml	  
ID	  +	  	  	  	  	  	  
10	  mg/ml	  
28A	   M	   44	   Anafilaxia	   AX-­‐CLV	   6	   2	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	   ID	  +	  	  	  	  	  	  10	  mg/ml	   -­‐	   -­‐	  
29A	   H	   36	   Anafilaxia	   AX	   5	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   IC	  +	   IC	  +	  	  	  	  	  	  
10	  mg/ml	  
-­‐	   -­‐	  
30A	   M	   51	   Anafilaxia	   AX-­‐CLV	   24	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   IC	  +	   IC	  +	  	  	  	  	  	  10	  mg/ml	   -­‐	   -­‐	  
31A	   H	   52	   Anafilaxia	   AX	   8	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   IC	  +	   IC	  +	  	  	  	  	  	  
10	  mg/ml	  
ID	  +	  	  	  	  	  	  	  	  	  
5	  mg/ml	  
-­‐	  
32A	   M	   28	   Anafilaxia	   AX	   24	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   IC	  +	   IC	  +	  	  	  	  	  	  10	  mg/ml	  
ID	  +	  	  	  	  	  	  	  	  
5	  mg	   -­‐	  
33A	   M	   37	   Anafilaxia	   AX-­‐CLV	   4	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   IC	  +	   IC	  +	  	  	  	  	  	  10	  mg/ml	  
ID	  +	  	  	  	  	  	  	  	  	  
1	  mg/ml	  
ID	  +	  	  	  	  	  	  
10	  mg/ml	  
34B	   H	   14	   Urticaria	   AX	   132	   1	   ID	  +	   ID	  +	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
35B	   M	   25	   Urticaria	   AX-­‐CLV	   60	   1	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	   ID	  +	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
36B	   M	   25	   Urticaria	   AX	   8	   1	   IC	  +	   IC	  +	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  	  	  	  	  	  	  	  	  
5	  mg/ml	  
ID	  +	  	  	  	  	  	  
10	  mg/ml	  
-­‐	  
37B	   M	   65	   Urticaria	   AX-­‐CLV	   12	   1	   -­‐	   ID	  +	   ID	  +	   ID	  +	   ID	  +	  	  	  	  	  	  	  	  	  5	  mg/ml	  
ID	  +	  	  	  	  	  	  	  	  
5	  mg/ml	   -­‐	  
38B	   H	   34	   Urticaria	   AX	   60	   1	   ID	  +	   ID	  +	   -­‐	   ID	  +	   ID	  +	  	  	  	  	  	  
10	  mg/ml	  
ID	  +	  	  	  	  	  	  
10	  mg/ml	  
-­‐	  
39B	   M	   74	   Urticaria	   AX	   11	   1	   IC	  +	   IC	  +	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
40B	   H	   76	   Anafilaxia	   AX-­‐CLV	   18	   1	   -­‐	   ID	  +	   ID	  +	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
41B	   M	   43	   Anafilaxia	   AX	   2	   2	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	   ID	  +	   ID	  +	  	  	  	  	  	  
10	  mg/ml	  
ID	  +	  	  	  	  	  
10	  mg/ml	  
-­‐	  
42B	   H	   64	   Anafilaxia	   AX-­‐CLV	   30	   1	   ID	  +	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	   ID	  +	  	  	  	  	  	  10	  mg/ml	   -­‐	   -­‐	  
43B	   H	   67	   Anafilaxia	   AX	   16	   1	   ID	  +	   ID	  +	   ID	  +	   ID	  +	   ID	  +	  	  	  	  	  	  	  	  
5	  mg/ml	  
ID	  +	  	  	  	  	  	  
10	  mg/ml	  
-­‐	  
44B	   H	   56	   Anafilaxia	   AX	   204	   1	   -­‐	   ID	  +	   -­‐	   ID	  +	   ID	  +	  	  	  	  	  	  	  	  	  5	  mg/ml	  
ID	  +	  	  	  	  	  
10	  mg/ml	   -­‐	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Pac	   Sexo	   Edad	  	  (años)	   Reacción	   Fármaco	  
Interv	  
tiempo	  
(meses)	  
Nº	  	  
episod	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Pruebas	  cutáneas	  
Determinantes	  clásicos	   Nuevos	  determinantes	  
PPL	   MDM	   BP	   AX	   AX	   Axciloico	   Dicetop	  
45B	   M	   53	   Anafilaxia	   AX-­‐CLV	   36	   1	   -­‐	   ID	  +	   ID	  +	   ID	  +	   IC	  +	  	  	  	  	  	  
10	  mg/ml	  
ID	  +	  	  	  	  	  	  	  
10	  mg/ml	  
-­‐	  
46B	   M	   67	   Urticaria	   AX	   24	   1	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
47B	   M	   47	   Anafilaxia	   AX-­‐CLV	   5	   1	   -­‐	   ID	  +	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
48B	   H	   68	   Urticaria	   AX	   120	   1	   ID	  +	   ID	  +	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
49B	   H	   48	   Anafilaxia	   AX-­‐CLV	   24	   1	   -­‐	   IC	  +	   -­‐	   IC	  +	   IC	  +	  	  	  	  	  	  10	  mg/ml	  
ID	  +	  	  	  	  	  	  	  	  	  
5	  mg/ml	   -­‐	  
50B	   M	   58	   Anafilaxia	   AX-­‐CLV	   5	   1	   -­‐	   ID	  +	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
51B	   H	   66	   Urticaria	   AX	   51	   1	   ID	  +	   ID	  +	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
52C	   M	   15	   Anafilaxia	   AX	   12	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
53C	   H	   31	   Anafilaxia	   AX	   7	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
54C	   H	   57	   Anafilaxia	   AX-­‐CLV	   24	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
55C	   M	   44	   Anafilaxia	   AX	   5	   2	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
56C	   M	   21	   Anafilaxia	   AX-­‐CLV	   62	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
57C	   M	   61	   Urticaria	   AX	   18	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
58C	   H	   59	   Urticaria	   AX-­‐CLV	   9	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
59C	   H	   23	   Anafilaxia	   AX	   3	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
60C	   M	   38	   Urticaria	   AX	   27	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
61C	   H	   42	   Anafilaxia	   AX	   10	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
AX:	   amoxicilina;	   Axciloico:	   ácido	   amoxiciloico;	   BP:	   bencilpenicilina;	   Dicetop:	  
dicetopiperacina;	   Episod:	   episodios;	   H:	   hombre;	   IC:	   prueba	   intracutánea;	   ID:	   prueba	  
intradérmica;	   Interv:	   intervalo;	  M:	  mujer;	  MDM:	  mezcla	   de	   determinantes	  menores;	   Pac:	  
paciente;	  PPL:	  peniciloil-­‐polilisina.	  	  
A	  partir	  de	   los	   resultados	  obtenidos	  en	   las	  pruebas	   cutáneas	   realizadas	   con	  
los	  determinantes	  clásicos	  de	  penicilina	  (PPL,	  MDM,	  BP	  y	  AX)	  y	  en	  la	  administración	  
controlada	   del	   fármaco	   clasificamos	   a	   los	   61	   pacientes	   del	   estudio	   en	   3	   grupos	  
(Figuras	  40-­‐41):	  	  
• Grupo	   A,	   pacientes	   con	   pruebas	   cutáneas	   positivas	   sólo	   a	   AX	   y	   buena	  
tolerancia	  a	  BP,	  y	  por	  tanto	  considerados	  pacientes	  alérgicos	  selectivos	  a	  AX.	  	  
• Grupo	   B,	   pacientes	   con	   pruebas	   cutáneas	   positivas	   a	   PPL,	   MDM	   o	   BP,	  
independientemente	  de	  los	  resultados	  obtenidos	  con	  AX,	  y	  considerados	  como	  
pacientes	  alérgicos	  al	  grupo	  de	  las	  penicilinas.	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• Grupo	  C,	  pacientes	  con	  pruebas	  cutáneas	  negativas	  a	  todos	  los	  determinantes	  
y	   con	   una	   prueba	   de	   administración	   controlada	   de	   fármaco	   positiva	   a	   AX,	  
considerados	  como	  pacientes	  con	  reacciones	  alérgicas	  selectivas	  a	  AX	  pero	  con	  
pruebas	  cutáneas	  negativas.	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Figura	   40:	   Clasificación	   de	   los	   pacientes	   alérgicos	   a	   AX	   incluidos	   en	   el	   estudio	  
atendiendo	  a	  los	  resultados	  obtenidos	  en	  las	  pruebas	  cutáneas	  (PC)	  y	  en	  la	  administración	  
controlada	  del	  fármaco	  (ACF).	  
En	   el	   grupo	   A	   se	   incluyeron	   33	   pacientes	   (54,1%)	   con	   pruebas	   cutáneas	  
positivas	  sólo	  a	  AX	  y	  con	  buena	  tolerancia	  a	  BP.	  Este	  grupo	  estaba	  compuesto	  por	  14	  
hombres	  y	  19	  mujeres,	  con	  una	  edad	  media	  de	  43,8	  años	  (20-­‐64	  años)	  y	  el	  intervalo	  
de	  tiempo	  medio	  entre	  la	  reacción	  y	  el	  estudio	  fue	  de	  15,3	  meses	  (1-­‐84	  meses).	  Con	  
respecto	  al	  tipo	  de	  reacción,	  28	  de	  los	  pacientes	  sufrieron	  una	  reacción	  de	  anafilaxia	  
y	  5	  tuvieron	  urticaria.	  
El	   grupo	   B	   estaba	   formado	   por	   18	   pacientes	   (29,5%)	   con	   pruebas	   cutáneas	  
positivas	   a	   PPL,	   MDM	   o	   BP,	   independientemente	   de	   los	   resultados	   que	   se	  
obtuvieron	   en	   las	   pruebas	   cutáneas	   con	   AX.	   De	   estos	   18	   pacientes,	   8	   tuvieron	  
pruebas	  cutáneas	  positivas	  a	  PPL,	  14	  a	  MDM	  y	  7	  a	  BP.	  Atendiendo	  a	  la	  combinación	  
de	   los	   distintos	   determinantes	   de	   BP,	   6	   pacientes	   tuvieron	   pruebas	   cutáneas	  
positivas	  a	  PPL	  y	  MDM;	  4	  sólo	  a	  MDM;	  3	  a	  MDM	  y	  BP;	  3	  sólo	  a	  BP;	  1	  sólo	  a	  PPL	  y	  1	  a	  
PPL,	  MDM	  y	  BP.	  El	  grupo	  estaba	  formado	  por	  9	  hombres	  y	  9	  mujeres,	  con	  una	  edad	  
media	  de	  52,8	  años	  (14-­‐76	  años)	  y	  el	  intervalo	  de	  tiempo	  medio	  transcurrido	  entre	  
la	   reacción	   y	   el	   estudio	   fue	   de	   45,4	   meses	   (2-­‐204	   meses).	   9	   de	   los	   pacientes	  
sufrieron	  una	  reacción	  de	  anafilaxia	  y	  9	  desarrollaron	  urticaria.	  
En	   el	   grupo	   C	   se	   incluyeron	   10	   pacientes	   (16,4%)	   con	   pruebas	   cutáneas	  
negativas	   a	   todos	   los	   determinantes	   y	   que	   desarrollaron	   síntomas	   después	   de	   la	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administración	  controlada	  de	  AX.	  Este	  grupo	  estaba	  compuesto	  por	  5	  hombres	  y	  5	  
mujeres	   con	   una	   edad	  media	   de	   39,1	   años	   (15-­‐61	   años)	   y	   el	   intervalo	   de	   tiempo	  
medio	   entre	   la	   reacción	   y	   el	   estudio	   fue	   de	   17,7	   meses	   (3-­‐62	   meses).	   7	   de	   los	  
pacientes	  tuvieron	  una	  reacción	  de	  anafilaxia	  y	  3	  de	  urticaria.	  
Posteriormente	  se	  realizaron	  pruebas	  cutáneas	  con	  los	  nuevos	  determinantes	  
menores	  de	   la	  AX	   (ácido	  amoxiciloico	  y	  dicetopiperacina)	  y	   con	   la	  propia	  AX,	   y	   los	  
resultados	  obtenidos	  fueron	  los	  siguientes	  (Figura	  41):	  
En	  el	  grupo	  A,	  de	   los	  33	  pacientes	  que	  componían	  este	  grupo,	  27	  pacientes	  
(81,8%)	  tuvieron	  resultados	  positivos	  a	  AX,	  10	  (30,3%)	  a	  ácido	  amoxiciloico,	  3	  (9,1%)	  
a	  dicetopiperacina	  y	  6	  pacientes	   (18,2%)	   tuvieron	   resultados	  negativos	  a	   todos	   los	  
determinantes	   de	  AX.	   Todos	   los	   pacientes	   con	  pruebas	   cutáneas	   positivas	   a	   ácido	  
amoxiciloico	  y	  a	  dicetopiperacina	  tuvieron	  también	  pruebas	  cutáneas	  positivas	  a	  AX.	  	  
En	   el	   grupo	   B,	   de	   los	   18	   pacientes	   incluidos,	   9	   pacientes	   (50,0%)	   tuvieron	  
resultados	  positivos	  a	  AX,	  8	  (44,4%)	  a	  ácido	  amoxiciloico,	  ninguno	  a	  dicetopiperacina	  
y	   9	   pacientes	   (50,0%)	   tuvieron	   resultados	   negativos	   a	   todos	   los	   determinantes.	  
Todos	   los	   pacientes	   con	   pruebas	   cutáneas	   positivas	   a	   ácido	   amoxiciloico	   eran	  
también	  positivos	  a	  AX.	  	  
En	   el	   grupo	  C,	   los	   10	  pacientes	   incluidos	   (100%)	   tuvieron	  pruebas	   cutáneas	  
con	  resultados	  negativos	  a	  los	  nuevos	  determinantes	  menores	  de	  AX.	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Figura	   41:	   Número	   de	   pacientes	   con	   pruebas	   cutáneas	   positivas	   a	   los	   distintos	  
determinantes.	   ACF:	   administración	   controlada	   de	   fármaco;	   AX:	   amoxicilina;	   Axciloico:	  
ácido	  amoxiciloico;	  BP:	  bencilpenicilina;	  Dicetop:	  dicetopiperacina;	  IC:	  prueba	  intracutánea;	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ID:	  prueba	   intradérmica;	  MDM:	  mezcla	  de	  determinantes	  menores;	  PC:	  pruebas	  cutáneas;	  
PPL:	  peniciloil-­‐polilisina.	  
Las	  pruebas	  cutáneas	  también	  se	  realizaron	  en	  todos	  los	  controles	  del	  estudio	  
(N	   =	   30)	   con	   los	   determinantes	   clásicos	   de	   penicilina	   y	   los	   nuevos	   determinantes	  
menores	  de	  AX,	  y	  en	  todos	  los	  casos	  los	  resultados	  obtenidos	  fueron	  negativos	  tanto	  
en	  las	  pruebas	  intracutáneas	  como	  intradérmicas.	  	  
1.3. Pruebas	  in	  vitro	  
1.3.1. Test	  de	  activación	  de	  basófilos	  
El	   TAB	   se	   realizó	   en	   todos	   los	   pacientes	   de	   los	   grupos	   A	   y	   B	   (N	   =	   51)	  
empleando	   AX,	   ácido	   amoxiciloico	   y	   dicetopiperacina	   a	   varias	   concentraciones.	   El	  
análisis	  de	   los	   resultados	  obtenidos	  mostró	  que	  de	   los	  51	  pacientes	  analizados,	  26	  
pacientes	   (50,9%)	   tuvieron	   resultados	  positivos	  a	  AX,	  15	  pacientes	   (29,4%)	  a	  ácido	  
amoxiciloico	  y	  4	  pacientes	  (7,8%)	  a	  dicetopiperacina.	  Como	  sucedió	  en	   las	  pruebas	  
cutáneas,	  todos	  los	  casos	  positivos	  a	  ácido	  amoxiciloico	  o	  a	  dicetopiperacina	  fueron	  
también	   positivos	   a	   AX	   (Figura	   42).	   Se	   obtuvieron	   resultados	   negativos	   en	   el	   TAB	  
realizado	  con	  estos	  determinantes	  en	  todos	  los	  controles	  del	  estudio	  (N	  =	  30).	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Figura	  42:	  TAB	  realizado	  con	  AX,	  ácido	  amoxiciloico	  y	  dicetopiperacina	  (0,25	  y	  1,25	  
mg/ml)	   en	   pacientes	   que	   habían	   sufrido	   una	   reacción	   alérgica	   inmediata	   a	   AX.	   Se	  
muestran	   los	   resultados	   de	   4	   pacientes	   representativos	   del	   ensayo	   para	   los	   que	   se	  
obtuvieron	  resultados	  positivos	  a	  alguno	  de	  los	  determinantes.	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1.3.2. Inhibición	  del	  RAST	  
Los	  estudios	  de	   inhibición	  del	  RAST	   se	   realizaron	  con	  muestras	  de	   suero	  de	  
pacientes	   de	   los	   grupos	   A	   y	   B	   que	   tenían	   un	   porcentaje	   de	   RAST	   para	   AXO-­‐PLL	  
superior	  al	  7%	  (1A,	  2A,	  5A,	  11A,	  18A,	  21A,	  37B,	  39B,	  41B	  y	  43B).	  Se	  emplearon	  como	  
inhibidores	   AX,	   ácido	   amoxiciloico	   y	   dicetopiperacina	   para	   comparar	   el	   nivel	   de	  
reconocimiento	   de	   los	   determinantes	   menores	   con	   respecto	   a	   la	   AX	   por	   los	  
anticuerpos	  IgE	  específicos	  de	  estos	  pacientes.	  	  
En	   los	   pacientes	   selectivos	   a	  AX	   (grupo	  A)	   se	   observó	   que	   el	   porcentaje	   de	  
inhibición	  decaía	  de	  una	  forma	  más	  pronunciada	  con	  el	  ácido	  amoxiciloico	  que	  con	  
la	  AX	  conforme	  disminuía	  la	  concentración	  del	  inhibidor	  correspondiente,	  además	  la	  
AX	  era	  el	  determinante	  para	  el	  que	  se	  obtuvo	  un	  mayor	  porcentaje	  de	  inhibición	  lo	  
que	  sugería	  que	  ésta	  era	   la	  principal	  estructura	  reconocida	  por	   los	  anticuerpos	   IgE	  
específicos.	   En	   ninguno	   de	   los	   casos	   se	   obtuvo	   un	   porcentaje	   de	   inhibición	  
significativo	  con	  la	  dicetopiperacina	  (Figura	  43).	  
	  En	  los	  pacientes	  alérgicos	  a	  las	  penicilinas	  (grupo	  B)	  se	  observó	  que	  el	  valor	  
del	   porcentaje	   de	   inhibición	   disminuía	   de	   forma	   paralela	   entre	   la	   AX	   y	   el	   ácido	  
amoxiciloico	   conforme	   disminuía	   la	   concentración	   de	   cada	   uno	   de	   los	   inhibidores	  
siendo	  generalmente	  superior	  el	  porcentaje	  de	  inhibición	  obtenido	  con	  la	  AX,	  lo	  que	  
indicaba	  que	  la	  AX	  era	   la	  estructura	  reconocida	  principalmente	  por	   los	  anticuerpos	  
IgE	   específicos	   aunque	   no	   de	   un	   modo	   tan	   claro	   como	   sucedía	   en	   los	   pacientes	  
selectivos	   a	   AX.	   En	   ninguno	   de	   los	   casos	   se	   obtuvo	   un	   porcentaje	   de	   inhibición	  
significativo	  con	  la	  dicetopiperacina	  (Figura	  43).	  
Con	  respecto	  a	  los	  resultados	  	  de	  las	  pruebas	  cutáneas	  de	  los	  10	  pacientes	  a	  
los	  que	  se	  les	  realizó	  la	  inhibición	  del	  RAST,	  7	  pacientes	  tenían	  pruebas	  cutáneas	  con	  
resultados	  positivos	  a	  los	  nuevos	  determinantes	  menores	  de	  la	  AX	  (1A,	  2A,	  18A,	  21A,	  
37B,	  41B	  y	  43B)	  y	  3	  tenían	  resultados	  negativos	  (5A,	  11A	  y	  39B).	  El	  modo	  en	  el	  que	  
los	  determinantes	  menores	  eran	  reconocidos	  con	  respecto	  a	  la	  AX	  en	  los	  ensayos	  de	  
inhibición	   del	   RAST	   era	   similar	   entre	   los	   pacientes	   incluidos	   en	   el	   mismo	   grupo,	  
independientemente	   de	   los	   resultados	   de	   las	   pruebas	   cutáneas,	   además	   no	   se	  
observaron	   diferencias	   en	   los	   resultados	   obtenidos	   en	   función	   del	   intervalo	   de	  
tiempo	  transcurrido	  entre	  la	  reacción	  alérgica	  y	  el	  presente	  estudio.	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Figura	  43:	  Ensayo	  de	  inhibición	  del	  RAST	  realizado	  en	  pacientes	  que	  habían	  sufrido	  
una	  reacción	  alérgica	  inmediata	  a	  AX.	  Se	  realizó	  con	  suero	  de	  pacientes	  con	  un	  porcentaje	  
de	   RAST	   superior	   al	   7%	   para	   AXO-­‐PLL	   usando	   como	   fase	   sólida	   discos	   de	   celulosa	  
conjugados	   con	   AXO-­‐PLL	   y	   como	   inhibidores	   amoxicilina,	   ácido	   amoxiciloico	   y	  
dicetopiperacina	  (0,1	  -­‐	  100	  mM).	  En	  la	  esquina	  superior	  derecha	  de	  cada	  gráfico	  aparece	  el	  
porcentaje	   de	   RAST	   del	   paciente	   para	   BPO-­‐PLL	   y	   AXO-­‐PLL.	   Se	   muestran	   los	   resultados	  
obtenidos	  en	  4	  pacientes	  representativos	  del	  estudio.	  
	  
2. Evaluación	   de	   las	   reacciones	   alérgicas	   inmediatas	   producidas	   por	  
AX-­‐CLV	  
El	   consumo	   de	   la	   combinación	   AX-­‐CLV	   en	   la	   población	   española	   ha	  
experimentado	   un	   gran	   crecimiento	   desde	   su	   comercialización	   y	   previsiblemente	  
este	   incremento	   continuará	   de	   forma	   progresiva	   durante	   los	   próximos	   años.	   Este	  
hecho	  ha	  provocado	  un	  aumento	  en	  la	  incidencia	  de	  las	  reacciones	  alérgicas	  tras	  la	  
administración	   de	   AX-­‐CLV	   observándose	   en	   muchos	   de	   los	   casos	   una	   buena	  
tolerancia	  a	  la	  AX,	  lo	  que	  hace	  necesaria	  la	  valoración	  de	  la	  relevancia	  del	  CLV	  como	  
estructura	  responsable	  del	  desarrollo	  de	  este	  tipo	  de	  reacciones	  alérgicas.	  
En	  este	  estudio	  se	  analizó	  el	  porcentaje	  de	  reacciones	  alérgicas	  inmediatas	  a	  
AX-­‐CLV	  provocadas	  de	  forma	  selectiva	  por	  el	  CLV	  y	  la	  relevancia	  de	  incluir	  el	  CLV	  en	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las	   pruebas	   cutáneas	   y	   en	   las	   pruebas	   in	   vitro	   ya	   que	   en	   la	   actualidad	   no	   está	  
disponible	  comercialmente	  para	  su	  uso	  rutinario	  en	  la	  clínica.	  	  
2.1. Selección	  y	  clasificación	  de	  pacientes.	  Pruebas	  in	  vivo.	  
Se	   evaluó	   a	   un	   grupo	   inicial	   de	   307	   pacientes	   que	   habían	   desarrollado	   una	  
reacción	   adversa	   tras	   la	   administración	   de	   AX-­‐CLV,	   entre	   los	   cuales	   31	   pacientes	  
finalmente	   no	   completaron	   el	   estudio.	   Dentro	   de	   los	   276	   pacientes	   restantes,	   55	  
(19,9%)	   fueron	   diagnosticados	   de	   sufrir	   una	   reacción	   alérgica	   inmediata	   a	   AX-­‐CLV	  
con	  pruebas	  cutáneas	  positivas	  a	  diferentes	  determinantes	  BLs.	   Los	  221	  casos	  con	  
pruebas	  cutáneas	  negativas	  (80,1%)	  se	  sometieron	  a	  una	  	  prueba	  de	  administración	  
controlada	  de	  fármaco	  para	  poder	  ser	  diagnosticados	  y	  se	  obtuvieron	  los	  siguientes	  
resultados:	  199	  pacientes	  (72,1%)	  toleraban	  hasta	  dosis	  terapéuticas	  la	  BP,	  AX	  y	  AX-­‐
CLV	  y	  se	  consideraron	  como	  no	  alérgicos;	  15	  (5,4%)	  mostraban	  buena	  tolerancia	  a	  la	  
BP	   pero	   desarrollaron	   una	   reacción	   inmediata	   frente	   a	   la	   AX,	   por	   lo	   que	   se	  
diagnosticaron	  como	  alérgicos	  a	  la	  AX;	  y	  7	  (2,5%)	  tenían	  buena	  tolerancia	  a	  la	  BP	  y	  a	  
la	  AX	  pero	  desarrollaron	  una	  reacción	  inmediata	  tras	  la	  administración	  de	  AX-­‐CLV	  y	  
se	  diagnosticaron	  como	  alérgicos	  al	  CLV	  (Figura	  44).	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Figura	   44:	   Selección	   y	   clasificación	   de	   pacientes	   que	   habían	   sufrido	   una	   reacción	  
adversa	   tras	   la	   administración	   de	   AX-­‐CLV	   en	   función	   de	   los	   resultados	   obtenidos	   en	   las	  
pruebas	  cutáneas	  y	  en	  la	  administración	  controlada	  del	  fármaco.	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Los	   pacientes	   con	   pruebas	   cutáneas	   positivas	   (N	   =	   55)	   se	   sometieron	   a	   un	  
análisis	  más	  detallado	  y	  en	   la	   tabla	  18	  se	   resumen	  sus	  características	  clínicas	  y	   los	  
resultados	  de	  sus	  pruebas	  diagnósticas.	  Este	  grupo	  de	  pacientes	  estaba	  compuesto	  
por	   23	  mujeres	   y	   32	   hombres,	   la	   edad	  media	   era	   de	   43,27	   años	   (18-­‐67	   años),	   el	  
intervalo	  de	   tiempo	  medio	   transcurrido	  entre	   la	   reacción	  y	  el	   estudio	  alergológico	  
fue	   de	   6,09	  meses	   (1-­‐46	  meses),	   y	   con	   respecto	   al	   tipo	   de	   reacción	   45	   pacientes	  
sufrieron	  una	  reacción	  de	  anafilaxia	  y	  10	  tuvieron	  urticaria.	  
Tabla	   18:	   Características	   clínicas	   y	   resultados	   de	   las	   pruebas	   cutáneas	   y	   de	   la	  
administración	  controlada	  del	  fármaco	  de	  los	  pacientes	  incluidos	  en	  el	  estudio	  con	  pruebas	  
cutáneas	  positivas	  (N	  =	  55).	  
Pac	   Sexo	   Edad	  (años)	   Reacción	  
Interv	  
tiempo	  
(meses)	  
Pruebas	  cutáneas	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(aumento	  tamaño	  pápula	  en	  mm)	   ACF	  
PPL	   MDM	   AX	   CLV	   AX-­‐CLV	   BP	   AX	  
1A	   M	   61	   Urticaria	   6	   ID	  +	  (3x3)	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   NH	   NH	   NH	  
2A	   M	   47	   Urticaria	   5	   -­‐	   ID	  +	  (3x4)	  
ID	  +	  
(5x6)	   -­‐	   NH	   NH	   NH	  
3A	   H	   63	   Anafilaxia	   1	   -­‐	   IC	  +	  (4x3)	  
IC	  +	  
(4x4)	   -­‐	   NH	   NH	   NH	  
4A	   M	   59	   Anafilaxia	   1	   ID	  +	  (5x7)	  
ID	  +	  
(4x6)	  
IC	  +	  
(5x6)	   -­‐	   NH	   NH	   NH	  
5A	   H	   48	   Anafilaxia	   18	   -­‐	   IC	  +	  (4x5)	  
IC	  +	  
(4x3)	   -­‐	   NH	   NH	   NH	  
6B	   M	   49	   Anafilaxia	   4	   -­‐	   -­‐	   ID+	  (5x6)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
7B	   M	   20	   Urticaria	   2	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (3x4)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
8B	   H	   37	   Urticaria	   9	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (3x3)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
9B	   M	   55	   Anafilaxia	   5	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (4x6)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
10B	   M	   41	   Urticaria	   7	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (3x3)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
11B	   H	   42	   Anafilaxia	   4	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (5x7)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
12B	   M	   52	   Anafilaxia	   6	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (3x4)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
13B	   M	   47	   Anafilaxia	   5	   -­‐	   -­‐	   IC	  +	  (4x5)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
14B	   H	   30	   Anafilaxia	   24	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (5x7)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
15B	   H	   46	   Anafilaxia	   46	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (3x4)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
16B	   M	   19	   Anafilaxia	   12	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (4x6)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
17B	   H	   57	   Anafilaxia	   2	   -­‐	   -­‐	   IC	  +	  (4x5)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
V.	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Pac	   Sexo	   Edad	  (años)	   Reacción	  
Interv	  
tiempo	  
(meses)	  
Pruebas	  cutáneas	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(aumento	  tamaño	  pápula	  en	  mm)	   ACF	  
PPL	   MDM	   AX	   CLV	   AX-­‐CLV	   BP	   AX	  
18B	   M	   45	   Urticaria	   4	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (3x3)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
19B	   H	   46	   Anafilaxia	   6	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (5x6)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
20B	   H	   31	   Anafilaxia	   5	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (3x4)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
21B	   H	   37	   Anafilaxia	   4	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (5x6)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
22B	   H	   54	   Anafilaxia	   2	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (5x5)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
23B	   M	   38	   Anafilaxia	   1	   -­‐	   -­‐	   IC	  +	  (4x5)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
24B	   H	   67	   Anafilaxia	   2	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (3x4)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
25B	   H	   46	   Anafilaxia	   1	   -­‐	   -­‐	   IC	  +	  (4x6)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
26B	   M	   60	   Anafilaxia	   1	   -­‐	   -­‐	   IC	  +	  (4x5)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
27B	   H	   60	   Anafilaxia	   1	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (5x6)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
28B	   H	   18	   Anafilaxia	   2	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (3x4)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
29B	   M	   47	   Anafilaxia	   4	   -­‐	   -­‐	   IC	  +	  (4x4)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
30B	   H	   53	   Urticaria	   2	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (5x6)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
31B	   M	   36	   Anafilaxia	   5	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (3x4)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
32B	   H	   41	   Anafilaxia	   4	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (5x6)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
33B	   H	   35	   Anafilaxia	   6	   -­‐	   -­‐	   ID+	  (4x5)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
34B	   M	   44	   Anafilaxia	   12	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (3x4)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
35B	   H	   47	   Anafilaxia	   1	   -­‐	   -­‐	   IC	  +	  (4x5)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
36B	   H	   59	   Anafilaxia	   1	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (5x5)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
37B	   H	   55	   Anafilaxia	   1	   -­‐	   -­‐	   IC	  +	  (3x4)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
38B	   H	   48	   Anafilaxia	   2	   -­‐	   -­‐	   IC	  +	  (4x4)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
39B	   H	   57	   Anafilaxia	   1	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (3x3)	   -­‐	   NH	   -­‐	   NH	  
40C	   M	   42	   Anafilaxia	   22	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (3x3)	  
ID	  +	  
(3x4)	   -­‐	   -­‐	  
41C	   H	   26	   Anafilaxia	   5	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (3x5)	  
ID	  +	  
(3x4)	   -­‐	   -­‐	  
V.	  Resultados	  
149	  
Pac	   Sexo	   Edad	  (años)	   Reacción	  
Interv	  
tiempo	  
(meses)	  
Pruebas	  cutáneas	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(aumento	  tamaño	  pápula	  en	  mm)	   ACF	  
PPL	   MDM	   AX	   CLV	   AX-­‐CLV	   BP	   AX	  
42C	   M	   59	   Anafilaxia	   4	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (5x5)	  
ID	  +	  
(3x4)	   -­‐	   -­‐	  
43C	   H	   18	   Urticaria	   2	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   IC	  +	  (5x6)	  
ID	  +	  
(5x6)	   -­‐	   -­‐	  
44C	   H	   35	   Anafilaxia	   2	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (4x6)	  
ID	  +	  
(4x4)	   -­‐	   -­‐	  
45C	   M	   56	   Urticaria	   12	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (5x6)	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
46C	   H	   42	   Anafilaxia	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   IC	  +	  (4x4)	  
IC	  +	  
(4x3)	   -­‐	   -­‐	  
47C	   H	   30	   Anafilaxia	   11	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (3x4)	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
48C	   H	   30	   Anafilaxia	   3	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (5x4)	  
ID	  +	  
(3x4)	   -­‐	   -­‐	  
49C	   H	   18	   Anafilaxia	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (4x6)	  
ID	  +	  
(5x5)	   -­‐	   -­‐	  
50C	   M	   38	   Anafilaxia	   10	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (4x4)	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
51C	   M	   47	   Urticaria	   4	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (5x5)	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
52C	   M	   49	   Anafilaxia	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   IC	  +	  (5x4)	  
IC	  +	  
(3x4)	   -­‐	   -­‐	  
53C	   H	   28	   Anafilaxia	   7	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (6x4)	  
ID	  +	  
(3x4)	   -­‐	   -­‐	  
54C	   H	   34	   Anafilaxia	   10	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (5x7)	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
55C	   M	   31	   Anafilaxia	   15	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   ID	  +	  (4x7)	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
ACF:	   administración	   controlada	   de	   fármaco;	   AX:	   amoxicilina;	   AX-­‐CLV:	   amoxicilina-­‐ácido	  
clavulánico;	   CLV:	   ácido	   clavulánico;	   H:	   hombre;	   IC:	   prueba	   intracutánea;	   ID:	   prueba	  
intradérmica;	  Interv:	  intervalo;	  M:	  mujer;	  MDM:	  mezcla	  de	  determinantes	  menores;	  NH:	  no	  
hecho;	  Pac:	  paciente;	  PPL:	  peniciloil-­‐polilisina.	  
Los	  55	  pacientes	  con	  pruebas	  cutáneas	  positivas	   se	  clasificaron	  en	  3	  grupos	  
en	   función	   de	   los	   resultados	   obtenidos	   en	   las	   pruebas	   cutáneas	   y	   en	   la	  
administración	  controlada	  del	  fármaco	  (Figura	  45):	  	  
• Grupo	  A,	  pacientes	  con	  pruebas	  cutáneas	  positivas	  a	  determinantes	  mayores	  y	  
menores	  de	  la	  BP.	  	  
• Grupo	   B,	   pacientes	   con	   pruebas	   cutáneas	   negativas	   a	   los	   determinantes	  
mayores	  y	  menores	  de	  la	  BP	  y	  positivas	  a	  la	  AX	  y	  con	  buena	  tolerancia	  a	  la	  BP.	  	  
• Grupo	   C,	   pacientes	   con	   pruebas	   cutáneas	   negativas	   a	   los	   determinantes	  
mayores	  y	  menores	  de	  la	  BP	  y	  a	  la	  AX,	  con	  buena	  tolerancia	  a	  la	  BP	  y	  a	  la	  AX	  y	  
pruebas	  cutáneas	  positivas	  al	  CLV	  (Figura	  46).	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Figura	  45:	  Número	  de	  pacientes	  con	  pruebas	  cutáneas	  (PC)	  positivas	  a	  alguno	  de	  los	  
determinantes	  BLs	  incluidos	  en	  cada	  uno	  de	  los	  grupos	  del	  estudio.	  	  
En	  el	  grupo	  A	  se	   incluyeron	  5	  casos	   (9,1%),	  3	  mujeres	  y	  2	  hombres,	   la	  edad	  
media	   era	   de	   55,6	   años	   (47-­‐63	   años),	   el	   intervalo	   de	   tiempo	   medio	   transcurrido	  
entre	   la	  reacción	  y	  el	  estudio	  alergológico	  fue	  de	  6,2	  meses	  (1-­‐18	  meses),	  3	  de	   los	  
pacientes	  sufrieron	  una	  reacción	  de	  anafilaxia	  y	  2	  tuvieron	  urticaria.	  	  
El	   grupo	   B	   estaba	   formado	   por	   34	   pacientes	   (61,8%),	   13	   mujeres	   y	   21	  
hombres,	  la	  edad	  media	  era	  de	  44,7	  años	  (18-­‐67	  años),	  el	  intervalo	  de	  tiempo	  medio	  
transcurrido	  entre	  la	  reacción	  y	  el	  estudio	  fue	  de	  5,7	  meses	  (1-­‐46	  meses),	  29	  de	  los	  
pacientes	  sufrieron	  una	  reacción	  de	  anafilaxia	  y	  5	  tuvieron	  urticaria.	  	  
En	  el	  grupo	  C	  se	  incluyeron	  16	  casos	  (29,1%),	  7	  mujeres	  y	  9	  hombres,	  la	  edad	  
media	  era	  de	  36,4	  años	  (18-­‐59	  años),	  el	  intervalo	  de	  tiempo	  medio	  entre	  la	  reacción	  
y	   el	   estudio	   alergológico	   fue	   de	   6,9	   meses	   (1-­‐22	   meses),	   13	   de	   los	   pacientes	  
sufrieron	  una	  reacción	  de	  anafilaxia	  y	  3	  tuvieron	  urticaria.	  En	  este	  grupo	  también	  se	  
realizaron	  pruebas	  cutáneas	  con	  AX-­‐CLV	  y	  se	  obtuvieron	  resultados	  positivos	  en	  10	  
de	  los	  16	  casos.	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Figura	  46:	  Prueba	   cutánea	   (intracutánea	  e	   intradérmica)	   con	  AX	   (20	  mg/ml),	  AX-­‐
CLV	   (20/4	  mg/ml)	   y	   CLV	   (20	  mg/ml)	   en	   el	   paciente	   55C.	   A	   la	   izquierda	   se	  muestran	   los	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resultados	  de	   la	  prueba	   intracutánea	   (todos	  negativos)	  y	  a	   la	  derecha	   los	   resultados	  de	   la	  
prueba	  intradérmica	  (sólo	  positiva	  a	  CLV).	  
	  
2.2. Estudios	  comparativos	  entre	  grupos	  de	  pacientes	  
Se	   realizó	   un	   estudio	   comparativo	   entre	   los	   3	   grupos	   de	   pacientes	   con	  
respecto	   a	   la	   edad	   y	   al	   intervalo	   de	   tiempo	   transcurrido	   entre	   la	   reacción	   y	   el	  
estudio	  alergológico	  mediante	  métodos	  no	  paramétricos	  para	  más	  de	  dos	  variables	  
independientes	   cuantitativas	   que	   no	   siguen	   una	   distribución	   normal	   (prueba	   de	  
Kruskal	  Wallis).	  Los	  resultados	  mostraron	  diferencias	  significativas	  con	  respecto	  a	  la	  
edad	  entre	  los	  pacientes	  del	  grupo	  A	  que	  eran	  los	  de	  mayor	  edad	  y	  los	  pacientes	  del	  
grupo	  C	  que	  eran	   los	  más	   jóvenes.	  Por	  el	   contrario,	  no	  se	  encontraron	  diferencias	  
significativas	   entre	   los	   3	   grupos	   con	   respecto	   al	   intervalo	   de	   tiempo	   transcurrido	  
entre	  la	  reacción	  y	  el	  estudio	  (Figura	  47).	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Figura	  47:	  Estudio	  comparativo	  entre	  los	  tres	  grupos	  de	  pacientes	  con	  respecto	  a	  la	  
edad.	  Los	  resultados	  se	  obtuvieron	  mediante	  la	  prueba	  estadística	  de	  Kruskal-­‐Wallis.	  
	  
2.3. Test	  de	  activación	  de	  basófilos	  
El	   TAB	   se	   realizó	   en	   todos	   los	   pacientes	   del	   estudio	   con	   pruebas	   cutáneas	  
positivas	  (N	  =	  55)	  y	  en	  controles	  sanos	  no	  alérgicos.	  Las	  concentraciones	  empleadas	  
de	   los	   distintos	   haptenos	   se	   escogieron	   en	   función	   de	   ensayos	   de	   curva	   dosis-­‐
respuesta	  y	  de	  estudios	  de	  citotoxicidad	  celular	  en	  pacientes	  (N	  =	  8)	  y	  en	  controles	  
(N	  =	  8).	  A	  partir	  de	   los	   resultados	  obtenidos	  se	  decidió	  utilizar	   la	  combinación	  AX-­‐
CLV	  a	  una	  concentración	   final	  de	  0,3;	  1,5	  y	  3	  mg/ml	  y	  el	  CLV	  a	  una	  concentración	  
final	  de	  0,05;	  0,25;	  0,5	  y	  1,25	  mg/ml	  (Figura	  48).	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Figura	  48:	  Curva	  dosis-­‐respuesta	  del	  TAB	  con	  AX-­‐CLV	  y	  CLV	  realizado	  en	  pacientes	  
alérgicos	  a	  CLV	  (N	  =	  8)	  y	  controles	  sanos	  no	  alérgicos	  (N	  =	  8).	  Los	  resultados	  se	  expresan	  
como	  la	  media	  del	  IE	  +	  la	  DE	  de	  los	  8	  pacientes	  y	  los	  8	  controles.	  
Entre	  los	  55	  pacientes	  a	  los	  que	  se	  les	  realizó	  el	  TAB	  con	  BP,	  AX,	  AX-­‐CLV	  y	  CLV,	  
se	  obtuvieron	  resultados	  positivos	  para	  al	  menos	  uno	  de	  los	  haptenos	  citados	  en	  29	  
casos	   (52,7%):	  3	  de	   los	  5	   casos	  del	  grupo	  A	   (60%),	  18	  de	   los	  34	  casos	  del	  grupo	  B	  
(52,9%)	   y	   8	   de	   los	   16	   casos	   del	   grupo	   C	   (50%).	   Los	   pacientes	   del	   grupo	   A	   eran	  
positivos	  a	  BP,	  AX	  y	  AX-­‐CLV,	  pero	  negativos	  a	  CLV;	   los	  pacientes	  del	   grupo	  B	  eran	  
positivos	  a	  AX	  y	  AX-­‐CLV,	  pero	  negativos	  a	  BP	  y	  CLV;	   y	  en	  el	   grupo	  C	   los	  pacientes	  
eran	  positivos	  a	  AX-­‐CLV	  y	  CLV	  (Figura	  49).	  Al	  comparar	   los	  valores	  del	   IE	  obtenidos	  
con	  AX-­‐CLV	   y	  CLV	  a	   la	  misma	   concentración	  de	  CLV	   (Figura	  50),	   confirmamos	  que	  
todos	   los	   pacientes	   del	   grupo	   B	   eran	   positivos	   a	   AX-­‐CLV	   pero	   negativos	   al	   CLV,	  
mientras	  que	  en	  el	  grupo	  C	  los	  resultados	  del	  TAB	  eran	  similares	  con	  AX-­‐CLV	  y	  con	  
CLV	  lo	  que	  indicaba	  que	  estos	  pacientes	  respondían	  exclusivamente	  al	  CLV.	  
Los	  resultados	  obtenidos	  en	  el	  TAB	  coincidían	  con	  los	  obtenidos	  previamente	  
en	   las	  pruebas	  cutáneas	  y	  con	   la	  clasificación	  de	  estos	  pacientes	  como	  alérgicos	  al	  
grupo	  de	  las	  penicilinas	  (grupo	  A),	  alérgicos	  selectivos	  a	   la	  AX	  (grupo	  B)	  y	  alérgicos	  
selectivos	  al	  CLV	  (grupo	  C).	  	  
El	  TAB	  también	  se	  realizó	  en	  un	  grupo	  de	  30	  individuos	  sanos	  no	  alérgicos	  con	  
buena	   tolerancia	   a	   la	   AX-­‐CLV	   y	   con	   pruebas	   cutáneas	   negativas.	   Los	   valores	   de	  
especificidad	   del	   TAB	   obtenidos	   en	   este	   estudio	   fueron	   del	   90%	   para	   la	   BP	   y	   del	  
86,6%	  para	  la	  AX,	  la	  AX-­‐CLV	  y	  el	  CLV.	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Figura	  49:	  TAB	  realizado	  con	  BP,	  AX,	  AX-­‐CLV	  y	  CLV	  en	  pacientes	  que	  habían	  sufrido	  
una	  reacción	  alérgica	  inmediata	  a	  AX-­‐CLV.	  Los	  resultados	  se	  expresan	  como	  la	  media	  del	  IE	  
+	  la	  DE	  de	  los	  29	  casos	  con	  TAB	  positivo	  para	  al	  menos	  uno	  de	  los	  haptenos	  empleados.	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Figura	  50:	  TAB	  realizado	  con	  AX-­‐CLV	  y	  CLV	  en	  los	  pacientes	  de	  los	  grupos	  B	  y	  C.	  Los	  
resultados	  se	  expresan	  como	  la	  media	  del	  IE	  +	  la	  DE	  de	  los	  casos	  con	  TAB	  positivo	  en	  estos	  
dos	   grupos	   y	   la	   concentración	  de	  AX-­‐CLV	   se	   expresa	   como	   la	   concentración	  de	  CLV	  en	   la	  
combinación	  AX-­‐CLV.	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2.4. Confirmación	   de	   la	   respuesta	   alérgica	   frente	   al	   CLV	   como	   una	  
reacción	  mediada	  por	  IgE	  
Hasta	  el	  momento	  no	  es	  posible	  detectar	  ni	  cuantificar	  por	  métodos	  directos	  
los	  anticuerpos	   IgE	  específicos	   frente	  al	  CLV	  por	   lo	  que	   se	   trató	  de	  demostrar	  por	  
otros	   métodos	   que	   las	   reacciones	   alérgicas	   selectivas	   a	   CLV	   observadas	   en	   los	  
pacientes	  de	  este	  estudio	  estaban	  mediadas	  por	  IgE.	  Las	  aproximaciones	  empleadas	  
fueron	  la	  inhibición	  de	  la	  activación	  de	  los	  basófilos	  con	  un	  inhibidor	  selectivo	  de	  la	  
vía	  de	  activación	  mediada	  por	  IgE	  y	  el	  seguimiento	  del	  TAB	  a	  lo	  largo	  del	  tiempo	  en	  
varios	  pacientes	  selectivos	  al	  CLV	  (grupo	  C).	  
2.4.1. Inhibición	  del	  test	  de	  activación	  de	  basófilos	  con	  wortmanina	  
La	   wortmanina	   (WTM)	   es	   un	   inhibidor	   potente	   y	   específico	   de	   la	  
fosfatidilinositol	   3-­‐quinasa	   (PI3-­‐K).	   La	   PI3-­‐K	   es	   una	   enzima	   clave	   en	   la	   cascada	   de	  
transducción	  de	  señales	  que	  interviene	  en	  la	  degranulación	  de	  los	  basófilos	  cuando	  
son	  activados	  en	  presencia	  de	  un	  determinado	  antígeno	  por	  un	  mecanismo	  mediado	  
por	  IgE	  (Tedeschi	  et	  al.,	  2000).	  Por	  ello	  para	  demostrar	  que	  los	  resultados	  positivos	  
obtenidos	  con	  el	  CLV	  estaban	  asociados	  a	  un	  mecanismo	  mediado	  por	  IgE	  se	  utilizó	  
la	  WTM	  en	  el	  TAB	  como	  inhibidor	  selectivo	  de	  esta	  vía	  de	  activación.	  	  
La	  concentración	  de	  WTM	  empleada	  en	  la	  inhibición	  del	  TAB	  se	  determinó	  a	  
partir	   de	   ensayos	   con	   varias	   concentraciones	   del	   inhibidor	   (0,5;	   1	   y	   5	   µM)	  
estimulando	  los	  basófilos	  en	  presencia	  del	  anticuerpo	  anti-­‐IgE	  (control	  positivo	  de	  la	  
vía	   de	   activación	   de	   los	   basófilos	   mediada	   por	   IgE)	   y	   del	   péptido	   fMLP	   (control	  
positivo	  de	  la	  activación	  de	  los	  basófilos	  por	  una	  vía	  no	  mediada	  por	  IgE).	  Se	  observó	  
que	   la	   concentración	   óptima	   de	  WTM	   para	   conseguir	   inhibir	   la	   vía	   de	   activación	  
mediada	  por	  IgE	  sin	  afectar	  a	  la	  activación	  por	  otras	  vías	  era	  1	  μM.	  
Se	  realizó	  la	  inhibición	  del	  TAB	  con	  WTM	  en	  4	  pacientes	  de	  selectivos	  al	  CLV	  
(grupo	  C)	  para	  los	  que	  se	  había	  obtenido	  previamente	  un	  resultado	  positivo	  del	  TAB	  
al	  CLV	  (45C,	  47C,	  52C	  y	  53C).	  Se	  observó	  una	  disminución	  del	  IE	  de	  los	  basófilos	  con	  
respecto	  al	  control	  sin	  inhibir	  cuando	  eran	  estimulados	  en	  presencia	  del	  CLV	  (solo	  o	  
combinado	   con	   AX)	   y	   del	   anticuerpo	   anti-­‐IgE,	   y	   no	   se	   observó	   esta	   inhibición	   en	  
presencia	  del	  péptido	  fMLP	  (Figura	  51).	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Figura	  51:	  Inhibición	  del	  TAB	  con	  WTM	  en	  pacientes	  con	  un	  TAB	  positivo	  a	  CLV.	  La	  
inhibición	  se	  realizó	  con	  WTM	  a	  1	  µM	  y	  los	  resultados	  se	  compararon	  con	  los	  obtenidos	  en	  
un	  mismo	  ensayo	  sin	  inhibir.	  Los	  resultados	  se	  muestran	  como	  la	  media	  del	  IE	  +	  la	  DE	  para	  4	  
pacientes	  alérgicos	  selectivos	  a	  CLV	  (grupo	  	  C).	  
	  
2.4.2. Negativización	   del	   test	   de	   activación	   de	   basófilos	   a	   lo	   largo	   del	  
tiempo	  
En	  estudios	  previos	   se	  ha	  descrito	  que	  en	  pacientes	   alérgicos	   a	   antibióticos	  
BLs	   los	  niveles	  de	  anticuerpos	  IgE	  específicos	  tienden	  a	  disminuir	  con	  el	  transcurso	  
del	  tiempo	  desde	  el	  momento	  en	  el	  que	  tuvo	  lugar	  la	  reacción	  alérgica	  (Posadas	  et	  
al.,	  1997;	  Blanca	  et	  al.,	  1999;	  Fernandez	  et	  al.,	  2009).	  Según	  estos	  antecedentes,	  en	  
el	  presente	  estudio	   se	  decidió	   realizar	  el	   seguimiento	   a	   lo	   largo	  del	   tiempo	  de	   los	  
resultados	   del	   TAB	   en	   varios	   pacientes	   selectivos	   a	   CLV	   (grupo	   C)	   con	   resultados	  
iniciales	  positivos	  para	  evaluar	  la	  posible	  disminución	  de	  los	  niveles	  de	  IgE	  específica	  
frente	  a	  CLV	  y	  así	   confirmar	  que	   las	   reacciones	  a	  CLV	  descritas	  en	  el	   estudio	  eran	  
mediadas	  por	  IgE.	  	  
Se	  realizó	  el	  seguimiento	  a	  lo	  largo	  del	  tiempo	  de	  los	  resultados	  del	  TAB	  de	  3	  
pacientes	  del	  grupo	  C	  (42C,	  47C	  y	  55C)	  que	  al	  inicio	  del	  estudio	  alergológico	  tenían	  
un	  TAB	  con	  resultados	  positivos	  a	  AX-­‐CLV	  y	  CLV.	  Se	  repitió	  el	  TAB	  en	  estos	  pacientes	  
después	  de	  un	   intervalo	  de	  tiempo	  de	  6	  y	  12	  meses	  y	  se	  observó	  una	  disminución	  
progresiva	  en	  el	  IE	  de	  los	  basófilos	  a	  lo	  largo	  del	  tiempo	  (Figura	  52).	  
	  
V.	  Resultados	  
156	  
!"#$%$%" &"#$%$%" '("#$%$%"
()"
(!"
')"
'!"
)"
!"
*+
,-
.$
",
$"
$%
/#
01
2.
-3
+"
42.-$+5$"6(7" 42.-$+5$"687" 42.-$+5$"))7"
!"
#"
$"
%"
&"
'!"
()*)+" %",-*-*" '#",-*-*"
'.#/",01,+" !./!",01,+" !.#/",01,+" !.!/",01,+"
!"
#"
$"
%"
&"
'!"
()*)+" %",-*-*" '#",-*-*"
'.#/",01,+" !./!",01,+" !.#/",01,+" !.!/",01,+"
!"
#"
$"
%"
&"
'!"
()*)+" %",-*-*" '#",-*-*"
'.#/",01 +" !./!",01 +" !.#/",01,+" !.!/",01,+"
!"
#"
$"
%"
&"
'!"
()*)+" %",-*-*" '#",-*-*"
'.#/",01 +" !./!",01 +" !.#/",01,+" !.!/",01,+"9)" 9()" 9) " '9()"
7:+.$+5;2.-3+"7<=">#?@#1A"
!"#$%$%" &"#$%$%" '("#$%$%"
()"
(!"
')"
'!"
)"
!"
*+
,-
.$
",
$"
$%
/#
01
2.
-3
+"'!"
B"
&"
6"
("
!"
*+
,-
.$
",
$"
$%
/#
01
2.
-3
+"
!"#$%$%" &"#$%$%" '("#$%$%"
	  
Figura	  52:	  TAB	  realizado	  con	  CLV	  en	  pacientes	  selectivos	  a	  CLV	  (grupo	  C)	  durante	  
un	   período	   de	   seguimiento	   de	   12	   meses.	   Los	   resultados	   se	   expresan	   como	   el	   IE	   de	   los	  
basófilos	  frente	  a	  diferentes	  concentraciones	  de	  CLV	  al	  inicio	  del	  estudio	  alergológico	  y	  tras	  
un	  intervalo	  de	  tiempo	  de	  6	  y	  12	  meses.	  
	  
3. Identificación	  de	  los	  patrones	  de	  reconocimiento	  de	  los	  anticuerpos	  
IgE	  específicos	  de	  pacientes	  alérgicos	  a	  AX	  
Analizar	  la	  importancia	  que	  puede	  tener	  la	  naturaleza	  de	  las	  macromoléculas	  
portadoras	  de	  los	  antibióticos	  BLs	  en	  la	  conformación	  del	  determinante	  antigénico	  y	  
en	   su	   reconocimiento	   por	   el	   SI	   puede	   aportar	   la	   información	   necesaria	   para	  
conseguir	  mejorar	  la	  sensibilidad	  de	  las	  pruebas	  diagnósticas.	  	  
En	   este	   estudio	   se	   analizaron	   mediante	   ensayos	   de	   inhibición	   del	   RAST	  
posibles	   variaciones	   en	   el	   grado	   de	   reconocimiento	   de	   la	   AX	   por	   anticuerpos	   IgE	  
específicos	  de	  pacientes	  alérgicos	  a	   la	  AX	  en	  función	  de	   la	  molécula	  portadora	  a	   la	  
que	  se	  había	  conjugado	  previamente	  el	  fármaco.	  	  
3.1. Selección	  de	  pacientes	  
En	  el	  estudio	  de	  incluyeron	  21	  pacientes	  diagnosticados	  de	  haber	  sufrido	  una	  
reacción	  alérgica	  inmediata	  a	  AX	  siguiendo	  el	  procedimiento	  diagnóstico	  descrito	  en	  
el	  protocolo	  ENDA	  (Torres	  et	  al.,	  2003)	  y	  que	  tenían	  un	  porcentaje	  de	  RAST	  a	  AXO-­‐
PLL	  superior	  al	  7%	  (Tabla	  19).	  	  
3.2. Inhibición	  del	  RAST	  
Los	  ensayos	  de	  inhibición	  del	  RAST	  se	  realizaron	  con	  muestras	  de	  suero	  de	  los	  
21	  pacientes	  incluidos	  en	  el	  estudio,	  empleando	  como	  fase	  sólida	  discos	  de	  celulosa	  
conjugados	  a	  AXO-­‐PLL	  y	  como	  inhibidores	  AX,	  ácido	  amoxiciloico,	  AXO-­‐BA	  (0,1–100	  
mM)	   y	   AXO-­‐HSA	   (1-­‐30	   mg/ml	   de	   HSA).	   A	   partir	   de	   los	   resultados	   obtenidos	   se	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pudieron	   distinguir	   2	   patrones	   de	   reconocimiento	   de	   la	   IgE	   específica	   a	   AX	   en	  
función	  de	  los	  cuales	  se	  clasificaron	  a	  los	  pacientes	  en	  2	  grupos	  (Tabla	  19).	  	  
• Grupo	   A,	   formado	   por	   pacientes	   que	   reconocían	   mejor	   la	   AX	   sin	   conjugar	  
previamente	  a	  ninguna	  molécula	  portadora	  que	  la	  AXO-­‐BA,	  AXO-­‐HSA	  o	  el	  ácido	  
amoxiciloico	  (Figura	  53A).	  	  
• Grupo	  B,	  compuesto	  por	  pacientes	  que	  reconocían	  de	  forma	  similar	  o	  peor	  la	  
AX	  sin	  conjugar	  previamente	  a	  ninguna	  molécula	  portadora	  con	  respecto	  a	   la	  
conjugada	  a	  BA	  y/o	  a	  HSA,	  con	  un	  menor	  reconocimiento	  en	  general	  del	  ácido	  
amoxiciloico	  (Figura	  53B).	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Figura	   53:	  Ensayo	   de	   inhibición	   del	   RAST	   realizado	   en	   pacientes	   que	   han	   sufrido	  
una	  reacción	  alérgica	  inmediata	  a	  AX.	  Se	  realizó	  con	  suero	  de	  pacientes	  con	  un	  porcentaje	  
de	   RAST	   superior	   al	   7%	   para	   AXO-­‐PLL	   usando	   como	   fase	   sólida	   discos	   de	   celulosa	  
conjugados	  con	  AXO-­‐PLL.	  Se	  muestran	  los	  porcentajes	  de	  inhibición	  del	  RAST	  obtenidos	  con	  
los	  inhibidores	  AX	  (1	  mM),	  ácido	  amoxiciloico	  (1	  mM),	  AXO-­‐BA	  (1	  mM)	  y	  AXO-­‐HSA	  (5	  mg/ml	  
de	  HSA).	  A:	  Resultados	  de	  la	  inhibición	  del	  RAST	  para	  pacientes	  del	  grupo	  A;	  B:	  Resultados	  
de	  la	  inhibición	  del	  RAST	  para	  pacientes	  del	  grupo	  B.	  
En	  el	  grupo	  A	  se	  incluyeron	  8	  pacientes,	  4	  hombres	  y	  4	  mujeres,	  con	  una	  edad	  
media	  de	  43,6	  años	  (35-­‐51	  años)	  y	  el	  intervalo	  de	  tiempo	  medio	  transcurrido	  entre	  
la	  reacción	  y	  el	  estudio	  fue	  de	  9,6	  meses	  (3-­‐19	  meses).	  Con	  respecto	  al	  tipo	  reacción	  
desarrollada,	  1	  paciente	  sufrió	  un	  choque	  anafiláctico,	  4	  pacientes	  desarrollaron	  una	  
reacción	  de	  anafilaxia	  y	  3	  pacientes	   tuvieron	  urticaria.	  Todos	   los	  pacientes	  de	  este	  
grupo	  eran	  alérgicos	  selectivos	  a	  la	  AX,	  con	  unos	  resultados	  del	  RAST	  positivos	  sólo	  a	  
AXO-­‐PLL.	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En	   el	   grupo	   B	   se	   incluyeron	   13	   pacientes,	   5	   hombres	   y	   8	  mujeres,	   con	   una	  
edad	  media	  de	  42,9	  años	  (19-­‐65	  años)	  y	  el	   intervalo	  de	  tiempo	  medio	  transcurrido	  
entre	   la	   reacción	  y	  el	  estudio	   fue	  de	  3,3	  meses	   (1-­‐10	  meses).	  Con	  respecto	  al	   tipo	  
reacción	   desarrollada,	   2	   pacientes	   sufrieron	   un	   choque	   anafiláctico,	   8	   pacientes	  
desarrollaron	  una	  reacción	  de	  anafilaxia	  y	  3	  pacientes	  tuvieron	  urticaria.	  Todos	   los	  
pacientes	  de	  este	  grupo	  eran	  alérgicos	  a	   la	  AX	  con	  reactividad	  cruzada	  entre	  otras	  
penicilinas,	  en	  los	  que	  los	  resultados	  del	  RAST	  eran	  positivos	  a	  BPO-­‐PLL	  y	  a	  AXO-­‐PLL.	  
Tabla	   19:	   Clasificación	   y	   características	   clínicas	   de	   los	   pacientes	   diagnosticados	   de	   haber	  
sufrido	  una	  reacción	  alérgica	  inmediata	  a	  AX	  incluidos	  en	  el	  estudio.	  
Pac	   Sexo	   Edad	  	  	  	  	  	  	  (años)	   Reacción	   Fármaco	  
Interv	  
tiempo	  
(meses)	  
Pruebas	  cutáneas	   %	  RAST	  
PPL	   MDM	   AX	   BPO-­‐PLL	   AXO-­‐PLL	  
1A	   M	   35	   Anafilaxia	   AX	   7	   -­‐	   -­‐	   +	   1,09	   21,79	  
2A	   H	   45	   Anafilaxia	   AX-­‐CLV	   19	   -­‐	   -­‐	   +	   1,68	   29,68	  
3A	   M	   42	   Urticaria	   AX	   8	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   0,93	   21,01	  
4A	   H	   43	   Anafilaxia	   AX-­‐CLV	   5	   -­‐	   -­‐	   +	   0,00	   25,58	  
5A	   M	   51	   Urticaria	   AX-­‐CLV	   11	   -­‐	   -­‐	   +	   0,31	   23,61	  
6A	   H	   47	   Choque	  anafiláctico	   AX-­‐CLV	   15	  
-­‐	   -­‐	   +	   0,00	   15,37	  
7A	   H	   38	   Anafilaxia	   AX-­‐CLV	   3	   -­‐	   -­‐	   +	   0,00	   16,42	  
8A	   M	   48	   Urticaria	   AX	   9	   -­‐	   -­‐	   +	   2,56	   33,72	  
9B	   M	   19	   Anafilaxia	   Penicilina	   5	   -­‐	   -­‐	   +	   51,17	   26,30	  
10B	   M	   33	   Anafilaxia	   AX-­‐CLV	   2	   +	   -­‐	   +	   16,35	   19,75	  
11B	   H	   65	   Urticaria	   AX	   10	   -­‐	   -­‐	   +	   14,74	   14,31	  
12B	   H	   50	   Choque	  	  anafiláctico	   AX	   2	  
-­‐	   -­‐	   +	   16,85	   17,13	  
13B	   M	   40	   Anafilaxia	   AX-­‐CLV	   1	   +	   -­‐	   -­‐	   23,90	   16,58	  
14B	   M	   37	   Anafilaxia	   AX	   4	   +	   +	   +	   41,84	   60,43	  
15B	   H	   26	   Anafilaxia	   AX	   1	   -­‐	   -­‐	   +	   6,87	   21,62	  
16B	   M	   40	   Choque	  anafiláctico	   AX	   5	  
-­‐	   -­‐	   +	   14,60	   11,50	  
17B	   M	   57	   Urticaria	   AX	   6	   +	   +	   +	   25,53	   28,92	  
18B	   M	   61	   Urticaria	   AX-­‐CLV	   2	   -­‐	   -­‐	   +	   39,96	   42,82	  
19B	   H	   51	   Anafilaxia	   AX	   1	   -­‐	   -­‐	   +	   16,33	   23,20	  
20B	   H	   19	   Anafilaxia	   AX	   3	   -­‐	   -­‐	   +	   15,23	   10,33	  
21B	   M	   60	   Anafilaxia	   AX-­‐CLV	   1	   -­‐	   -­‐	   +	   33,28	   19,89	  
AX:	   amoxicilina;	   AX-­‐CLV:	   amoxicilina-­‐ácido	   clavulánico;	   H:	   hombre;	   Interv:	   intervalo;	   M:	  
mujer;	   MDM:	   mezcla	   de	   determinantes	   menores;	   Pac:	   paciente;	   PLL:	   poli-­‐L-­‐lisina;	   PPL:	  
penicioil-­‐polilisina	  
Los	  ensayos	  de	   inhibición	  del	  RAST	  se	  repitieron	  con	  un	  caso	  representativo	  
de	   cada	   grupo	   (1A	   y	   9B)	   incluyendo	   como	   inhibidores	   moléculas	   de	   AX	   y	   BP	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conjugadas	   a	   dendrímeros	   PAMAM	  de	   generación	   4:	   PAMAM-­‐G4-­‐(AXO)32(BPO)32	   y	  
PAMAM-­‐G4-­‐(AXO)64.	  	  
En	   el	   paciente	   1A	   el	   porcentaje	   de	   inhibición	   obtenido	   con	  AX	   sin	   conjugar	  
previamente	   a	   una	   estructura	   portadora	   fue	   superior	   al	   obtenido	   con	   la	   AX	  
conjugada	   a	   las	   estructuras	   dendriméricas	   o	   al	   resto	   de	   estructuras	   químicas	   del	  
ensayo,	  observándose	  que	  a	  la	  menor	  concentración	  empleada	  del	  inhibidor	  (1	  mM)	  
el	   porcentaje	   de	   inhibición	   no	   disminuía	   en	   el	   caso	   de	   la	   AX	   sin	   conjugar	  
previamente	   una	   estructura	   portadora	   mientras	   que	   comenzaba	   a	   decaer	   con	   el	  
resto	  de	  inhibidores	  (Figura	  54A).	  	  
En	  el	  paciente	  9B	  el	  porcentaje	  de	  inhibición	  obtenido	  con	  la	  AX	  conjugada	  a	  
las	  estructuras	  dendriméricas	  disminuía	  paralelamente	  al	  del	  resto	  de	  estructuras	  al	  
disminuir	  la	  concentración	  del	  inhibidor,	  incluyendo	  la	  AX	  sin	  conjugar	  previamente	  
una	  estructura	  portadora	  (Figura	  54B).	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Figura	   54:	  Ensayo	   de	   inhibición	   del	   RAST	   realizado	   en	   pacientes	   que	   han	   sufrido	  
una	  reacción	  alérgica	  inmediata	  a	  AX.	  Se	  realizó	  con	  suero	  de	  los	  pacientes	  1A	  y	  9B	  usando	  
como	  fase	  sólida	  discos	  de	  celulosa	  conjugados	  con	  AXO-­‐PLL	  y	  como	  inhibidores	  AX,	  ácido	  
amoxiciloico,	   AXO-­‐BA,	   AXO-­‐HSA,	   PAMAM-­‐G4-­‐(AXO)64	   y	   PAMAM-­‐G4-­‐(AXO)32(BPO)32.	   A:	  
Resultados	  de	  la	  inhibición	  del	  RAST	  para	  el	  paciente	  1A;	  B:	  Resultados	  de	  la	  inhibición	  del	  
RAST	  para	  el	  paciente	  9B.	  
Debido	  a	  las	  diferencias	  observadas	  en	  el	  reconocimiento	  de	  la	  AX	  conjugada	  
a	  diferentes	  estructuras	  entre	  los	  pacientes	  alérgicos	  selectivos	  a	  AX	  y	  alérgicos	  con	  
reactividad	  cruzada	  entre	  penicilinas,	  tratamos	  de	  profundizar	  en	  la	  relevancia	  que	  
puede	  tener	  la	  naturaleza	  de	  la	  molécula	  portadora	  en	  los	  aductos	  fármaco-­‐proteína	  
como	   estructuras	   inmunogénicas	   y	   en	   su	   reconocimiento	   por	   el	   SI.	   Para	   ello	  
decidimos	  identificar	  diferentes	  dianas	  séricas	  y	  celulares	  que	  podrían	  intervenir	  en	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los	  procesos	  de	  haptenización	  por	  AX	  y	  caracterizar	  los	  aductos	  de	  HSA	  modificada	  
por	  AX,	  tal	  y	  como	  se	  describe	  en	  los	  próximos	  apartados.	  	  
4. Desarrollo	   de	   abordajes	   para	   la	   detección	   de	   proteínas	   séricas	   y	  
celulares	  modificadas	  por	  AX	  
4.1. Detección	   inmunológica	   de	   HSA	   modificada	   por	   AX	   mediante	  
Western	  blot	  con	  varios	  anticuerpos	  anti-­‐BL	  
En	   trabajos	   previos	   realizados	   por	   nuestro	   grupo	   de	   investigación	   se	  
obtuvieron	   varios	   anticuerpos	   monoclonales	   empleando	   como	   inmunógeno	   HSA	  
modificada	   en	   presencia	   de	   altas	   concentraciones	   de	   AX	   (Mayorga	   et	   al.,	   1995).	  
Mediante	   estudios	   de	   competición	   de	   ELISA	   realizados	   con	   varias	   regiones	   de	   la	  
molécula	   de	   AX	   se	   pudieron	   caracterizar	   estos	   anticuerpos	   y	   se	   observó	   que	  
reconocían	   preferentemente	   diferentes	   partes	   de	   la	   molécula.	   En	   el	   presente	  
trabajo	  evaluamos	   la	   capacidad	  de	  varios	  de	  estos	  anticuerpos	  monoclonales	  para	  
detectar	   HSA	  modificada	   por	   AX	  mediante	  Western	   blot	   ya	   que	   todavía	   no	   se	   ha	  
documentado	  la	  detección	  de	  aductos	  AX-­‐proteína	  por	  Western	  blot.	  Las	  muestras	  
empleadas	   en	   el	   ensayo	   se	   analizaron	   previamente	   por	   MALDI-­‐TOF	   MS	   para	  
comprobar	  que	  la	  HSA	  se	  había	  modificado	  por	  la	  AX.	  	  
Como	  se	  puede	  observar	  en	  la	  figura	  55A,	  con	  los	  anticuerpos	  monoclonales	  
AO3.2	  y	  AO19.1	  se	  detectó	  de	  forma	  selectiva	  la	  HSA	  modificada	  por	  AX.	  Estos	  dos	  
anticuerpos	  son	  selectivos	  frente	  a	  AX	  y	  aunque	  se	  han	  generado	  frente	  a	  su	  cadena	  
lateral	  es	  necesaria	  la	  presencia	  de	  la	  molécula	  completa	  del	  antibiótico	  para	  que	  el	  
reconocimiento	  sea	  óptimo.	  Con	  el	  anticuerpo	  AO3.2	  se	  detectó	  la	  HSA	  modificada	  
en	  presencia	  de	  AX	  a	  una	  concentración	  de	  0,025	  mg/ml,	  que	  está	  dentro	  del	  rango	  
de	   concentración	   que	   se	   puede	   alcanzar	   tras	   la	   administración	   de	   dicho	   fármaco	  
(Serrano	  et	  al.,	  1989;	  Hoizey	  et	  al.,	  2002),	  por	  lo	  que	  este	  procedimiento	  era	  de	  alta	  
sensibilidad.	  Con	  el	  anticuerpo	  AO19.1	  también	  se	  logró	  la	  detección	  de	  los	  aductos	  
de	  HSA	  con	  AX	  pero	  con	  una	  menor	  sensibilidad.	  	  
Por	  el	  contrario,	  no	  se	  obtuvo	  señal	  con	  el	  resto	  de	  anticuerpos	  monoclonales	  
ensayados,	   AO24.1	   (Figura	   55A),	   AO14.1	   y	   AO18.2	   (resultados	   no	   mostrados),	  
aunque	  previamente	  habían	  mostrado	  inmunoreactividad	  en	  el	  ELISA	  directo	  y	  en	  la	  
inhibición	   del	   ELISA	   usando	   proteína	   exhaustivamente	   modificada	   por	   AX	   como	  
antígeno	  (Mayorga	  et	  al.,	  1995).	  Los	  anticuerpos	  AO18.2	  y	  AO24.1	  son	  anticuerpos	  
específicos	  frente	  a	  la	  cadena	  lateral	  de	  la	  AX,	  su	  producción	  ha	  sido	  inducida	  por	  el	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determinante	  antigénico	  que	  conforma	  la	  estructura	  química	  de	  su	  cadena	  lateral.	  El	  
anticuerpo	  AO14.1	  es	  un	  anticuerpo	  selectivo	  de	  la	  cadena	  lateral	  de	  las	  penicilinas,	  
su	   producción	   ha	   sido	   inducida	   por	   el	   determinante	   antigénico	   que	   conforma	   la	  
cadena	  lateral	  de	  la	  AX	  pero	  presenta	  una	  alta	  reactividad	  cruzada	  con	  las	  cadenas	  
laterales	  de	  otras	  penicilinas,	  como	  son	   la	  AMP	  y	   la	  BP,	  y	  no	   tiene	  capacidad	  para	  
reaccionar	  frente	  a	  la	  región	  nuclear	  de	  la	  molécula.	  	  
Además	   se	   comparó	   la	   capacidad	   de	   reconocimiento	   del	   anticuerpo	   AO3.2	  
con	  respecto	  a	  un	  anticuerpo	  monoclonal	  comercial	  anti-­‐penicilina.	  Este	  anticuerpo	  
comercial	  mostró	  una	  sensibilidad	  mucho	  más	  baja	  para	  la	  detección	  de	  los	  aductos	  
HSA-­‐AX	  que	  el	   anticuerpo	  AO3.2	  y,	  usado	  a	   la	  misma	  concentración,	   sólo	   se	  pudo	  
detectar	  HSA	  modificada	  en	  presencia	  de	  altas	   concentraciones	  de	  AX	  después	  de	  
largas	  exposiciones	  de	  tiempo	  de	  la	  película	  de	  autorradiografía	  (Figura	  55B).	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Figura	  55:	  Detección	   inmunológica	  de	  HSA	  modificada	  por	  AX	  mediante	  Western	  
blot	  con	  varios	  anticuerpos	  anti-­‐BL.	  HSA	  preparada	  en	  bicarbonato	  sódico	  0,1	  M	  se	  incubó	  
durante	  16	  horas	  a	  37°C	  con	  AX	  preparada	  en	  carbonato	  bicarbonato	  50	  mM	  (pH	  10,2)	  en	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una	  relación	  molar	  HSA:AX	  comprendida	  entre	  1:0,46	  y	  1:183	  (concentración	  final	  de	  HSA	  
de	  10	  mg/ml	  y	  de	  AX	  comprendida	  entre	  0,025	  y	  10	  mg/ml).	  Alícuotas	  de	  2	  µg	  de	  proteína	  
se	   analizaron	   por	   SDS-­‐PAGE	   seguida	   de	  Western	   blot	   con	   los	   anticuerpos	   indicados	   en	   la	  
figura	   y	   detección	   por	   ECL.	   A:	   Detección	   de	   aductos	   HSA-­‐AX	   por	   incubación	   con	   los	  
anticuerpos	  AO3.2,	  AO19.1	  y	  AO24.1.	  B:	  Detección	  de	  aductos	  HSA-­‐AX	  por	   incubación	  con	  
el	  anticuerpo	  AO3.2	  y	  un	  anticuerpo	  monoclonal	  comercial	  anti-­‐penicilina.	  A	  la	  derecha	  se	  
indica	   el	   tiempo	  de	   exposición	   de	   las	   películas	   para	   la	   detección	   de	   la	   señal.	   Los	   paneles	  
inferiores	  muestran	  en	  cada	  caso	  la	  tinción	  de	  proteína	  total	  con	  Coomassie.	  Los	  resultados	  
son	  representativos	  de	  4	  ensayos	  en	  los	  que	  se	  obtuvieron	  resultados	  similares.	  
	  
4.2. Empleo	  de	  AX	  biotinilada	  para	  la	  modificación	  de	  proteínas	  séricas	  
Se	   estudió	   la	   posibilidad	   de	   emplear	   AX	   biotinilada	   en	   la	   modificación	   de	  
proteínas	   séricas	   y	   celulares	   como	   otra	   herramienta	   para	   el	   estudio	   de	   la	  
modificación	  de	  proteínas	  por	  AX,	   ya	  que	   la	  AX	  biotinilada	   se	  podría	  detectar	   con	  
una	  gran	  sensibilidad	  mediante	  Western	  blot	  usando	  estreptavidina	  conjugada	  con	  
peroxidasa	   o	   mediante	   microscopía	   de	   fluorescencia	   empleando	   estreptavidina	  
conjugada	   con	   un	   fluorocromo.	   Además	   este	   reactivo	   podría	   ser	   de	   gran	   utilidad	  
para	   el	   estudio	   de	   muestras	   complejas	   como	   suero	   y	   lisados	   celulares	   al	   poder	  
purificar	   las	   proteínas	   modificadas	   mediante	   columnas	   de	   estreptavidina.	   Sin	  
embargo,	  dada	  la	  alteración	  que	  provoca	   la	   introducción	  de	   la	  molécula	  de	  biotina	  
es	  necesario	   realizar	   en	  primer	   lugar	  una	   caracterización	  de	   la	  AX	  biotinilada	  para	  
comprobar	  cómo	  afecta	   funcionalmente	  a	   la	  AX	  así	  como	  a	  su	  reconocimiento	  por	  
los	  anticuerpos	  anti-­‐AX	  empleados	  en	  el	  apartado	  anterior.	  	  
4.2.1. Detección	  de	  HSA	  modificada	  por	  AX	  biotinilada	  mediante	  Western	  
blot	  
a) Dosis-­‐respuesta	  
Para	  este	  ensayo	  se	  generaron	  in	  vitro	  aductos	  de	  HSA	  con	  AX	  biotinilada	  en	  
condiciones	  de	  pH	  básico	  empleando	  concentraciones	  crecientes	  de	  AX	  biotinilada.	  
Tras	   la	   detección	   de	   estos	   aductos	   mediante	   Western	   blot	   con	   estreptavidina	  
conjugada	  con	  peroxidasa	  se	  observó	  que	  la	  modificación	  de	  la	  HSA	  era	  dependiente	  
de	  la	  concentración	  de	  AX	  biotinilada	  empleada.	  La	  modificación	  se	  detectó	  con	  una	  
alta	  sensibilidad	  puesto	  que	  fue	  posible	  detectar	  los	  aductos	  generados	  en	  presencia	  
de	  concentraciones	  bajas	  de	  AX	  biotinilada	  (4	  µg/ml)	  para	  tiempos	  de	  exposición	  de	  
las	  películas	  de	  autorradiografía	  muy	  cortos	   (Figura	  56)	  e	   incluso	  se	  pudo	  detectar	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señal	   inmunorreactiva	   para	   la	   menor	   concentración	   de	   AX	   biotinilada	   empleada	  
(0,16	  µg/ml)	  aumentando	  los	  tiempos	  de	  exposición.	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Figura	   56:	  Detección	   de	   HSA	  modificada	   en	   presencia	   de	   dosis	   crecientes	   de	   AX	  
biotinilada	  mediante	  Western	  blot.	  HSA	  preparada	  en	  bicarbonato	  sódico	  0,1	  M	  se	  incubó	  
durante	   16	   horas	   a	   37°C	   en	   presencia	   de	   AX	   biotinilada	   preparada	   en	   carbonato	  
bicarbonato	  50	  mM	  (pH	  10,2)	  en	  una	  relación	  molar	  HSA:AX	  biotinilada	  comprendida	  entre	  
1:0,0017	   y	   1:27,13	   (concentración	   final	   de	   HSA	   de	   10	   mg/ml	   y	   de	   AX	   biotinilada	  
comprendida	  entre	  1,6	  x	  10-­‐4	  y	  2,5	  mg/ml).	  Alícuotas	  de	  2	  µg	  de	  proteína	  se	  analizaron	  por	  
SDS-­‐PAGE	  seguida	  de	  Western	  blot	  con	  estreptavidina-­‐HRP	  y	  detección	  por	  ECL.	  
b) Detección	   inmunológica	   de	   AX	   biotinilada	   mediante	   Western	   blot	   con	  
anticuerpos	  monoclonales	  anti-­‐AX	  
Se	   comparó	   la	   capacidad	   del	   anticuerpo	   monoclonal	   anti-­‐AX	   AO3.2	   para	  
detectar	  mediante	  Western	  blot	  aductos	  de	  HSA	  modificada	  por	  AX	  biotinilada	  con	  
respecto	  a	  su	  capacidad	  de	  reconocimiento	  de	  aductos	  de	  HSA	  modificada	  por	  AX.	  
En	   este	   ensayo	   se	   generaron	   in	   vitro	   aductos	   de	   HSA	   con	   AX	   y	   AX	   biotinilada	   en	  
condiciones	  de	  pH	  básico	  que	   se	   analizaron	  por	   SDS-­‐PAGE	   y	  Western	  blot	   usando	  
para	   su	   detección	   el	   anticuerpo	   monoclonal	   anti-­‐AX	   AO3.2	   y	   estreptavidina	  
conjugada	   con	   peroxidasa.	   Con	   el	   anticuerpo	  monoclonal	   AO3.2,	   que	   reconoce	   la	  
cadena	   lateral	   de	   la	   AX,	   no	   se	   detectó	   la	   modificación	   de	   la	   proteína	   por	   AX	  
biotinilada	   pero	   sí	   se	   pudo	   detectar	   la	   modificación	   por	   AX	   como	   se	   mostró	   en	  
apartados	  anteriores;	  de	  este	  modo	  la	  modificación	  de	  la	  HSA	  por	  AX	  biotinilada	  sólo	  
podía	   ser	   detectada	   mediante	   Western	   blot	   a	   partir	   de	   la	   incubación	   con	  
estreptavidina	  conjugada	  con	  peroxidasa	  que	  reconocía	  de	  forma	  selectiva	  la	  biotina	  
unida	  al	  grupo	  amino	  de	  la	  cadena	  lateral	  de	  la	  AX	  (Figura	  57).	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Figura	  57:	  Detección	  de	  HSA	  modificada	  por	  AX	  y	  AX	  biotinilada	  mediante	  Western	  
blot.	   HSA	   preparada	   en	   bicarbonato	   sódico	   0,1	  M	   se	   incubó	   durante	   16	   horas	   a	   37°C	   en	  
presencia	  de	  AX	  y	  AX	  biotinilada	  preparadas	  en	  carbonato	  bicarbonato	  50	  mM	  (pH	  10,2)	  en	  
una	  relación	  molar	  HSA:fármaco	  1:9	  (concentración	  final	  de	  HSA	  de	  10	  mg/ml,	  de	  AX	  de	  0,5	  
mg/ml	  y	  de	  AX	  biotinilada	  de	  0,84	  mg/ml).	  Alícuotas	  de	  2	  µg	  de	  proteína	  se	  analizaron	  por	  
SDS-­‐PAGE	  seguida	  de	  Western	  blot	  y	  detección	  por	  ECL.	  A:	  Detección	  de	  aductos	  HSA-­‐AX	  y	  
HSA-­‐AX	  biotinilada	  mediante	  Western	  blot	  con	  estreptavidina-­‐HRP	  B:	  Detección	  de	  aductos	  
HSA-­‐AX	   y	   HSA-­‐AX	   biotinilada	   mediante	   Western	   blot	   con	   el	   anticuerpo	   primario	   anti-­‐AX	  
AO3.2	   y	   un	   anticuerpo	   secundario	   anti-­‐Ig	   de	   ratón-­‐HRP.	   En	   la	   parte	   inferior	   de	   ambas	  
figuras	   se	   indica	   el	   tiempo	   de	   exposición	   de	   las	   películas	   de	   autorradiografía	   para	   la	  
detección	  de	  los	  aductos.	  
4.2.2. Reconocimiento	  de	  AX	  biotinilada	  por	  anticuerpos	  IgE	  específicos	  de	  
pacientes	  con	  una	  reacción	  alérgica	  inmediata	  a	  AX	  
Tras	   comprobar	   que	   la	   AX	   biotinilada	   no	   era	   reconocida	  mediante	  Western	  
blot	   por	   el	   anticuerpo	   monoclonal	   anti-­‐AX	   AO3.2	   se	   decidió	   analizar	   cómo	   era	  
reconocida	  por	  los	  anticuerpos	  IgE	  específicos	  de	  pacientes	  diagnosticados	  de	  haber	  
sufrido	   una	   reacción	   alérgica	   inmediata	   a	   AX.	   Para	   ello	   se	   realizó	   un	   ensayo	   de	  
inhibición	   del	   RAST	   con	   sueros	   de	   pacientes	   alérgicos	   a	   AX	   con	   un	   porcentaje	   de	  
RAST	  a	  AXO-­‐PLL	  superior	  al	  7%	  y	  de	  controles	  sanos	  no	  alérgicos,	  empleando	  como	  
fase	  sólida	  discos	  de	  celulosa	  conjugados	  con	  AXO-­‐PLL	  y	  como	  inhibidores	  AX	  y	  AX	  
biotinilada	  a	  varias	  concentraciones.	  	  
Se	  observó	  que	  la	  IgE	  específica	  frente	  a	  AX	  de	  pacientes	  alérgicos	  selectivos	  a	  
AX,	   con	   un	   porcentaje	   de	   RAST	   negativo	   para	   BPO-­‐PLL	   y	   positivo	   para	   AXO-­‐PLL,	  
reconocía	  peor	  la	  AX	  biotinilada	  que	  la	  AX	  (Figura	  58A).	  Este	  efecto	  estaría	  asociado	  
a	  que	  los	  anticuerpos	  IgE	  anti-­‐AX	  de	  estos	  pacientes	  reconocen	  la	  cadena	  lateral	  de	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la	  AX,	  y	   la	  unión	  de	   la	  biotina	  al	  grupo	  amino	  de	   la	  cadena	   lateral	  de	   la	  AX	  podría	  
interferir	   en	   su	   reconocimiento	   por	   estos	   anticuerpos,	   lo	   que	   coincidiría	   con	   los	  
resultados	  observados	  en	  los	  ensayos	  de	  Western	  blot	  (Figura	  57).	  	  
Sin	  embargo	  en	  pacientes	  alérgicos	  con	  reactividad	  cruzada	  entre	  penicilinas,	  
con	  un	  porcentaje	  de	  RAST	  positivo	  a	  BPO-­‐PLL	  y	  AXO-­‐PLL,	  el	  reconocimiento	  de	  la	  AX	  
y	   de	   la	   AX	   biotinilada	   fue	   similar	   posiblemente	   debido	   a	   que	   los	   anticuerpos	   IgE	  
específicos	   de	   estos	   pacientes	   están	   dirigidos	   frente	   a	   la	   región	   nuclear	   de	   las	  
penicilinas	  (Figura	  58B).	  	  
También	   se	   comprobó	   que	   la	   AX	   biotinilada	   no	   era	   reconocida	   de	   forma	  
inespecífica	  por	  sueros	  de	  controles	  sanos	  no	  alérgicos	  (Figura	  58C).	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Figura	   58:	  Ensayo	   de	   inhibición	   del	   RAST	   realizado	   en	   pacientes	   que	   han	   sufrido	  
una	   reacción	   alérgica	   inmediata	   a	   AX.	   Se	   usó	   como	   fase	   sólida	   discos	   de	   celulosa	  
conjugados	  a	  AXO-­‐PLL	  y	  como	  inhibidores	  AX	  o	  AX	  biotinilada	  a	  1,	  10	  y	  100	  mM	  en	  PBS.	  A:	  
Resultados	  de	  la	  inhibición	  del	  RAST	  en	  un	  paciente	  alérgico	  selectivo	  a	  AX.	  B:	  Resultados	  de	  
la	   inhibición	  del	  RAST	  en	  un	  paciente	  alérgico	  con	  reactividad	  cruzada	  entre	  penicilinas.	  C:	  
Resultados	  de	  la	  inhibición	  del	  RAST	  en	  un	  control	  sano	  no	  alérgico.	  
	  
5. Identificación	  de	  dianas	  séricas	  de	  la	  AX	  
5.1. Detección	   e	   identificación	   de	   proteínas	   diana	   de	   la	   AX	   en	   suero	  
humano	  
La	   HSA	   es	   la	   proteína	   más	   abundante	   en	   el	   plasma	   humano	   y	   tiene	   una	  
extraordinaria	   capacidad	   de	   unión	   a	   diferentes	   ligandos	   (Fasano	  et	   al.,	   2005),	   por	  
ello	   está	   considerada	   como	   la	   principal	   diana	   de	   la	   haptenización	   por	   antibióticos	  
BLs.	  Sin	  embargo,	  otras	  proteínas	  plasmáticas	  podrían	  modificarse	  covalentemente	  
por	  AX	   en	   una	   proporción	   significativa	   y	   por	   tanto	   podrían	   ser	   buenas	   candidatas	  
para	  mediar	  en	  las	  reacciones	  inmunológicas	  frente	  a	  estos	  antibióticos.	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Para	  evaluar	  esta	  posibilidad	  se	  incubó	  suero	  humano	  con	  AX	  en	  condiciones	  
de	  pH	  básico	  y	  se	  analizaron	  los	  aductos	  resultantes	  mediante	  SDS-­‐PAGE	  y	  Western	  
blot	   con	  el	   anticuerpo	  monoclonal	   anti-­‐AX	  AO3.2.	   Se	  observaron	  múltiples	  bandas	  
positivas,	  incluso	  con	  las	  concentraciones	  más	  bajas	  de	  AX	  empleadas	  (Figura	  59A),	  y	  
con	   el	   fin	   de	   conocer	   la	   naturaleza	   de	   estas	   proteínas	  modificadas	   se	   realizó	   una	  
electroforesis	   bidimensional	   de	   las	   muestras	   de	   suero	   seguida	   de	   un	   ensayo	   de	  
huella	   peptídica	  mediante	   digestión	   con	   tripsina	   y	   análisis	   por	  MALDI-­‐TOF	  MS.	   La	  
identificación	  de	   las	  proteínas	  modificadas	  se	  confirmó	  por	  análisis	  de	  MALDI-­‐TOF-­‐
TOF	  MS/MS	  de	  péptidos	  seleccionados	  para	  cada	  proteína	  (Figura	  59B,	  Tabla	  20).	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Figura	   59:	   Detección	   inmunológica	   e	   identificación	   de	   proteínas	   séricas	  
modificadas	   por	   AX	  mediante	  Western	   blot	   y	  MALDI-­‐TOF-­‐TOF	  MS/MS.	   Se	   incubó	   suero	  
humano	  o	  HSA	  durante	  16	  horas	  a	  37°C	  con	  AX	  preparada	  en	  carbonato	  bicarbonato	  50	  mM	  
(pH	   10,2)	   a	   0,5	   y	   5	   mg/ml.	  A:	   Detección	   de	   aductos	   de	   proteínas	   séricas	   o	   HSA	   con	   AX	  
analizando	   alícuotas	   de	   2	   µg	   de	   proteína	   por	   SDS-­‐PAGE	   seguida	   de	  Western	   blot	   con	   el	  
anticuerpo	  anti-­‐AX	  AO3.2	  y	  detección	  por	  ECL.	  En	  la	  parte	  inferior	  se	  muestra	  la	  tinción	  de	  
proteína	   total	   de	   la	   membrana	   transferida	   con	   Coomassie.	   B:	   Detección	   de	   aductos	   de	  
proteínas	   séricas	   con	   AX	   analizando	   por	   duplicado	   una	   alícuota	   de	   100	   µg	   de	   proteína	  
mediante	  electroforesis	  bidimensional.	  Tras	  la	  electroforesis	  uno	  de	  los	  geles	  se	  usó	  para	  la	  
detección	  de	  proteínas	  modificadas	  por	  AX	  mediante	  Western	  blot	  con	  el	  anticuerpo	  anti-­‐
AX	  AO3.2	  y	  el	  otro	  gel	  se	  usó	  para	   la	  detección	  de	  proteínas	  totales	  mediante	  tinción	  con	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Coomassie.	   Los	   “spots”	   de	   interés	   se	   escindieron	   del	   gel	   teñido,	   se	   tripsinizaron	   y	   se	  
identificaron	  mediante	   análisis	   de	  huella	   peptídica.	   Los	   resultados	   son	   representativos	  de	  
varios	  ensayos	  en	  los	  que	  se	  obtuvieron	  resultados	  similares.	  
	  
Las	  proteínas	  séricas	  modificadas	  por	  AX	  identificadas	  en	  este	  ensayo	  fueron	  
la	  HSA,	  varias	  formas	  de	  la	  transferrina	  y	  las	  cadenas	  pesadas	  y	  ligeras	  de	  las	  Igs,	  sin	  
embargo	   otras	   proteínas	   abundantes	   en	   el	   plasma	   como	   la	   apolipoproteína	   o	   la	  
haptoglobina	  no	  se	  modificaron	  en	  nuestras	  condiciones	  experimentales	  (Tabla	  20).	  
Hay	   que	   destacar	   que	   de	   acuerdo	   con	   la	   señal	   obtenida	   en	   el	   Western	   blot	  
estimamos	  que	   la	  modificación	   relativa	  de	   la	   transferrina	  en	  estas	  condiciones	   fue	  
mayor	  que	  la	  de	  HSA,	  lo	  que	  sugiere	  que	  ésta	  u	  otras	  proteínas	  séricas	  podrían	  jugar	  
un	  papel	  importante	  en	  las	  reacciones	  inducidas	  por	  AX.	  Tiene	  un	  interés	  particular	  
la	   modificación	   de	   las	   Igs,	   ya	   que	   podría	   tener	   consecuencias	   funcionales	  
relacionadas	  con	  la	  respuesta	  inmunológica	  y	  con	  la	  interpretación	  de	  los	  resultados	  
de	  algunos	  inmunoensayos.	  
Tabla	  20:	  Identificación	  de	  proteínas	  séricas	  modificadas	  por	  AX	  mediante	  análisis	  de	  huella	  
peptídica	  por	  espectrometría	  de	  masas.	  
Nº	  
spota	  
Nombre	  proteína	   Código	  de	  
accesob	  
Puntuación	  
totalc	  
Puntuación	  
de	  ionesd	  
Peso	  
molecular	  
(Da)e	  
pIf	   Péptidos	  
coincidentesg	  
Cobertura	  
(%)h	  
Identificación	  
TOF/TOFi	  
Señal	  
con	  
AO3.2j	  
1	   Albúmina	  sérica	  humana	   gi|168988718	   570	  
41,	  19,	  91,	  
84,	  81	   67690	   5,63	   21	   37	   Sí	   +	  
2	  
Apo-­‐transferrina	  
sérica	  humana	  
(cadena	  A)	  
gi|110590599	   524	   55,	  93,	  84	   76988	   6,85	   22	   42	   Sí	   +	  
3	   Albúmina	  sérica	  
humana	  
gi|168988718	   363	   36,	  79	   67690	   5,63	   19	   39	   Sí	   +	  
4	   Cadena	  pesada	  inmunoglobulina	  G	   gi|185362	   115	   52	   52687	   8,60	   4	   13	   Sí	   +	  
5	   Cadena	  pesada	  inmunoglobulina	  G	   gi|185363	   150	   52,	  19	   52687	   8,60	   5	   16	   Sí	   +	  
6	   Haptoglobina	  2	   gi|47124562	   280	   18,	  28,	  58,	  
61	  
31647	   8,48	   7	   26	   Sí	   -­‐	  
7	   Haptoglobina	  2	   gi|47124562	   270	   18,	  28,	  58,	  61	   31647	   8,48	   7	   26	   Sí	   -­‐	  
8	   Apolipoproteína	  A1	   gi|90108664	   121	   24,	  42	   28061	   5,27	   4	   16	   Sí	   -­‐	  
9	  
Cadena	  ligera	  
kappa4	  
inmunoglobulina	  
gi|170684480	   187	   94	   24507	   6,10	   5	   35	   Sí	   +	  
10	  
Cadena	  ligera	  
kappa4	  
inmunoglobulina	  
gi|170684480	   313	   94,	  80,	  60	   24507	   6,00	   5	   48	   Sí	   +	  
	  
a	  Nº	  de	  “spot”	  del	  gel	  de	  electroforesis	  bidimensional	  teñido	  con	  Coomassie	  (Figura	  59B)	  
b	  Código	  de	  acceso	  de	  la	  proteína	  en	  la	  base	  de	  datos	  del	  NCBI	  
c	  Puntuación	  de	  probabilidad	  total	  de	  Mascot	  	  
d	  Puntuación	  de	  probabilidad	  de	  iones	  de	  Mascot	  
e	  Peso	  molecular	  teórico	  (Da)	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f	  pI	  teórico	  
g	  Nº	  de	  péptidos	  coincidentes	  
h	  Cobertura	  de	  la	  secuencia	  proteica	  del	  candidato	  más	  probable	  propuesto	  por	  Mascot	  
i	  Proteínas	  identificadas	  por	  MALDI-­‐TOF/TOF	  
j	  Resultados	  del	  análisis	  por	  Western	  blot	  con	  el	  anticuerpo	  monoclonal	  anti-­‐AX	  AO3.2	  
	  
5.2. Detección	  inmunológica	  de	  la	  modificación	  de	  proteínas	  séricas	  por	  
AX	  en	  presencia	  de	  agentes	  oxidantes	  
Se	  sabe	  que	  la	  HSA	  ejerce	  una	  actividad	  antioxidante	  en	  el	  plasma	  (Bishop	  et	  
al.,	   1985;	   Halliwell,	   1988;	   Dean	   et	   al.,	   1991;	   Bourdon	   et	   al.,	   1999;	   Iglesias	   et	   al.,	  
1999)	  donde	  está	  expuesta	  a	  una	  situación	  de	  estrés	  oxidativo	  continuo	  (Bourdon	  et	  
al.,	   1999)	   y	   quizás	   constituya	   el	   principal	   y	   más	   abundante	   agente	   antioxidante	  
circulante	  en	  el	  plasma,	  de	  hecho	  la	  HSA	  es	  la	  principal	  fuente	  extracelular	  de	  grupos	  
sulfhidrilo	   reducidos	   que	   actúan	   como	   secuestradores	   de	   especies	   reactivas	   de	  
oxígeno	  y	  de	  nitrógeno.	  	  	  
El	  estado	  redox	  de	  la	  HSA	  es	  importante	  para	  la	  unión	  covalente	  de	  fármacos	  
y	  otros	  ligandos	  a	  la	  proteína,	  por	  ejemplo	  se	  ha	  comprobado	  que	  en	  la	  HSA	  oxidada	  
las	  propiedades	  de	  unión	  a	   ligandos	  de	   los	  sitios	  de	  unión	  a	  ácidos	  grasos	  FA3-­‐FA4	  
en	  el	   subdominio	   IIIA	  y	   la	  actividad	  esterasa	  disminuyen,	  probablemente	  debido	  a	  
cambios	   conformacionales	   en	   este	   subdominio	   (Anraku	   et	   al.,	   2001).	   Debido	   a	   la	  
relevancia	  que	  tiene	  el	  estado	  redox	  de	  la	  HSA	  en	  la	  unión	  de	  determinados	  ligandos	  
a	   la	   proteína	   se	   analizó	   el	   efecto	   que	   algún	   agente	   oxidante	   podría	   tener	   en	   la	  
modificación	  de	  las	  proteínas	  séricas	  por	  la	  AX.	  
5.2.1. Efecto	  del	  GSSG	  sobre	  la	  modificación	  in	  vitro	  de	  HSA	  por	  AX	  
La	   pareja	   glutatión	   reducido:glutatión	   oxidado	   (GSH:GSSG)	   es	   el	   sistema	  
tampón	  intracelular	  más	  importante	  contra	  el	  estrés	  oxidativo	  (Navarro	  et	  al.,	  1999;	  
Lusini	  et	  al.,	  2001)	  y	  puede	  usarse	  como	  biomarcador	  de	  este	  tipo	  de	  situaciones.	  Se	  
han	   descrito	   perturbaciones	   en	   este	   sistema	   y	   alteraciones	   del	   estado	   redox	  
asociadas	   a	   diferentes	   patologías,	   como	   enfermedades	   inflamatorias	   crónicas,	  
distintos	  tipos	  de	  cáncer	  (Jaruga	  et	  al.,	  1994;	  Navarro	  et	  al.,	  1999;	  Lusini	  et	  al.,	  2001)	  
y	   diabetes	   (West,	   2000).	   Puesto	   que	   la	   administración	   de	   antibióticos	   se	   realiza	  
durante	  procesos	  infecciosos,	  que	  son	  situaciones	  que	  se	  acompañan	  generalmente	  
de	   inflamación	  y	  de	  estrés	  oxidativo,	  hemos	  explorado	   si	   la	  presencia	  de	   la	   forma	  
oxidada	   del	   glutatión	   (GSSG)	   puede	   influir	   en	   el	   grado	   de	   modificación	   de	   las	  
proteínas	  séricas	  por	  la	  AX.	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Se	  diseñó	  un	  sistema	  modelo	  para	  comenzar	  a	  estudiar	  el	  posible	  efecto	  del	  
estrés	  oxidativo	  en	  la	  modificación	  de	  proteínas	  por	  fármacos.	  En	  este	  sistema	  no	  se	  
reflejaban	   exactamente	   las	   condiciones	   fisiológicas	   en	   las	   que	   se	   produce	   la	  
modificación	  de	  proteínas	  séricas	  cuando	  se	  administra	  un	  antibiótico,	  sino	  que	  se	  
trataba	  de	  un	  experimento	  in	  vitro	  en	  el	  que	  se	  emplearon	  las	  condiciones	  óptimas	  
para	   conseguir	   la	   detección	   de	   posibles	   variaciones	   en	   los	   aductos	   generados.	   Se	  
realizó	  un	  tratamiento	  previo	  de	  la	  HSA	  con	  GSSG	  a	  5	  mM	  antes	  de	  la	  incubación	  con	  
AX	  y	  tras	  el	  análisis	  de	  los	  aductos	  obtenidos	  mediante	  SDS-­‐PAGE	  y	  Western	  blot	  se	  
observó	   un	   incremento	   en	   la	   modificación	   de	   la	   HSA	   por	   AX	   con	   respecto	   a	   un	  
control	  de	  HSA	  modificada	  por	  AX	  pero	  sin	  tratar	  previamente	  con	  GSSG	  y	  se	  pudo	  
determinar	   que	   el	   aumento	   medio	   de	   la	   intensidad	   de	   la	   señal	   inmunoreactiva	  
detectada	  con	  respecto	  al	  control	  sin	  tratar	  con	  GSSG	  fue	  del	  231,17%	  (Figura	  60A).	  	  
Puesto	  que	  las	  variaciones	  de	  pH	  pueden	  influir	  en	  la	  formación	  de	  aductos,	  
favoreciendo	  la	  haptenización	  de	  proteínas	  en	  condiciones	  de	  pH	  básico,	  se	  midió	  el	  
pH	  de	  las	  muestras	  a	  lo	  largo	  de	  la	  reacción	  para	  comprobar	  que	  la	  incubación	  previa	  
con	  GSSG	  no	  alteraba	  los	  valores	  del	  pH.	  Se	  pudo	  observar	  que	  los	  valores	  de	  pH	  se	  
mantuvieron	  prácticamente	  constantes	  a	  lo	  largo	  de	  toda	  la	  reacción,	  por	  lo	  que	  el	  
incremento	   observado	   en	   el	   grado	   de	   modificación	   de	   la	   HSA	   por	   AX	   no	   fue	  
provocado	  por	  las	  condiciones	  de	  pH	  sino	  que	  se	  podía	  asociar	  a	  la	  acción	  del	  GSSG	  
(Figura	  60B).	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Figura	  60:	  Análisis	  del	  efecto	  del	  GSSG	  en	  la	  modificación	  de	  HSA	  por	  AX.	  Se	  incubó	  
durante	  6	  horas	  a	  37°C	  HSA	  con	  GSSG	  a	  una	  concentración	  final	  de	  0,3	  mM	  (20	  mg/ml)	  y	  5	  
mM	  (3,1	  mg/ml)	  respectivamente.	  Tras	  este	  tratamiento	  previo	  la	  HSA	  se	  incubó	  durante	  16	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horas	  a	  37°C	  con	  AX	  preparada	  en	  carbonato	  bicarbonato	  50	  mM	  (pH	  10,2)	  en	  una	  relación	  
molar	   1:9	   (concentración	   final	   de	   HSA	   y	   AX	   de	   10	   y	   0,5	   mg/ml	   respectivamente).	   A:	  
Detección	   inmunológica	  mediante	  Western	  blot	  de	   los	  aductos	  resultantes.	  Alícuotas	  de	  2	  
µg	  de	  proteína	  se	  analizaron	  por	  SDS-­‐PAGE	  seguida	  de	  Western	  blot	  con	  el	  anticuerpo	  anti-­‐
AX	  AO3.2	  y	  detección	  por	  ECL.	  En	  la	  gráfica	  de	  la	  derecha	  se	  muestra	  el	  aumento	  (%)	  de	  la	  
intensidad	  de	  la	  señal	  inmunorreactiva	  obtenida	  mediante	  Western	  blot	  en	  las	  muestras	  de	  
HSA	  modificada	   por	   AX	   con	   un	   tratamiento	   previo	   con	   GSSG	   con	   respecto	   al	   control	   sin	  
tratar	  con	  GSSG,	  expresado	  como	  la	  media	  +	   la	  DE	  de	  4	  ensayos	  en	   los	  que	  se	  obtuvieron	  
resultados	  similares.	  B:	  Medida	  de	  los	  valores	  de	  pH	  durante	  el	  tratamiento	  con	  GSSG	  y	  AX.	  	  
	  
5.2.2. Efecto	   del	   GSSG	   sobre	   la	  modificación	   in	   vitro	   de	   proteínas	   séricas	  
por	  AX	  
Después	  de	  observar	  un	  incremento	  en	  la	  modificación	  de	  la	  HSA	  por	  AX	  tras	  
su	   incubación	  previa	  con	  GSSG,	  comprobamos	  si	  el	   tratamiento	  con	  GSSG	  también	  
afectaba	   a	   la	   modificación	   de	   otras	   proteínas	   séricas.	   Siguiendo	   las	   mismas	  
condiciones	  experimentales	  que	  en	  el	  apartado	  anterior,	   se	  realizó	  un	  tratamiento	  
previo	   de	   suero	   humano	   con	   GSSG	   a	   5	   mM	   y	   a	   continuación	   se	   realizó	   la	  
modificación	  in	  vitro	  con	  AX.	  Tras	  analizar	  los	  aductos	  obtenidos	  mediante	  SDS-­‐PAGE	  
y	  Western	  blot,	   se	  pudo	  observar	  un	   incremento	  en	   la	  modificación	  por	  AX	  en	   las	  
bandas	  correspondientes	  a	  la	  transferrina,	  HSA	  y	  cadenas	  pesadas	  y	  ligeras	  de	  las	  Igs	  
(Figura	   61A)	   y	   al	   cuantificar	   la	   intensidad	   de	   las	   señales	   inmunorreactivas	   se	  
comprobó	  que	  el	   aumento	  medio	  de	   intensidad	   (%)	   con	   respecto	  a	  un	   control	   sin	  
tratar	   con	  GSSG	  más	   elevado	   correspondía	   a	   la	   HSA	   (214,65%)	   y	   el	  más	   bajo	   a	   la	  
transferrina	  (38,20%)	  (Figura	  61B).	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Figura	  61:	  Análisis	  del	  efecto	  del	  GSSG	  en	  la	  modificación	  de	  proteínas	  séricas	  por	  
AX.	  Se	  incubó	  suero	  humano	  durante	  6	  horas	  a	  37°C	  con	  GSSG	  a	  5	  mM	  en	  PBS	  y	  tras	  este	  
tratamiento	  previo	  el	   suero	   se	   incubó	  durante	  16	  horas	  a	  37°C	  con	  AX	  a	  0,5	  mg/ml	   (1,37	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mM)	   preparada	   en	   carbonato	   bicarbonato	   50	  mM	   (pH	   10,2).	  A:	   Detección	   inmunológica	  
mediante	   Western	   blot	   de	   los	   aductos	   resultantes.	   Alícuotas	   de	   2	   µg	   de	   proteína	   se	  
analizaron	   por	   SDS-­‐PAGE	   seguida	   de	   Western	   blot	   con	   el	   anticuerpo	   anti-­‐AX	   AO3.2	   y	  
detección	  por	  ECL.	  B:	  Comparación	  de	   la	   intensidad	  de	   la	   señal	   inmunorreactiva	  obtenida	  
mediante	  Western	   blot	   con	   el	   anticuerpo	   AO3.2	   entre	   las	  muestras	   tratadas	   y	   sin	   tratar	  
previamente	   con	   GSSG	   para	   las	   cuatro	   proteínas	   séricas	   analizadas.	   En	   la	   gráfica	   de	   la	  
derecha	  se	  muestra	  el	  aumento	  (%)	  de	  la	   intensidad	  de	  la	  señal	   inmunorreactiva	  obtenida	  
con	  respecto	  al	  control	  sin	  tratar	  con	  GSSG	  expresado	  como	  la	  media	  +	  la	  DE	  de	  5	  ensayos	  
en	  los	  que	  se	  obtuvieron	  resultados	  similares.	  	  
	  
5.3. Modificación	  de	  proteínas	   séricas	  por	  AX	  en	  ensayos	  de	   inhibición	  
del	  RAST	  
En	  los	  ensayos	  de	  inhibición	  del	  RAST	  descritos	  en	  apartados	  anteriores	  en	  los	  
que	   se	   empleaba	   como	   inhibidor	   AX	   sin	   conjugar	   previamente	   a	   una	   estructura	  
portadora,	  es	  posible	  que	  esta	  AX	  se	  uniera	  a	  alguna	  de	  las	  proteínas	  séricas	  durante	  
el	  período	  de	  incubación	  con	  el	  suero	  y	  posiblemente	  los	  aductos	  generados	  fueron	  
las	   estructuras	   reconocidas	   por	   los	   anticuerpos	   IgE	   específicos	   de	   los	   pacientes	  
alérgicos	  a	  AX.	  	  
Con	  el	  fin	  de	  comprobar	  a	  qué	  proteínas	  séricas	  se	  unía	   la	  AX	  durante	  estos	  
ensayos	   y	   si	   existían	   diferencias	   entre	   las	   proteínas	   modificadas	   en	   pacientes	  
selectivos	   a	   AX,	   con	   reactividad	   cruzada	   entre	   penicilinas	   y	   controles	   sanos	   no	  
alérgicos,	  se	  realizó	  un	  ensayo	  de	  inhibición	  del	  RAST	  en	  el	  que	  se	  recuperó	  el	  suero	  
incubado	  con	  el	  inhibidor	  AX	  (incubación	  de	  3	  horas	  a	  temperatura	  ambiente)	  antes	  
de	   añadir	   el	   anticuerpo	   anti-­‐IgE	   marcado	   con	   I125.	   Las	   muestras	   recuperadas	   se	  
analizaron	   por	   SDS-­‐PAGE	   y	   Western	   blot	   con	   el	   anticuerpo	   anti-­‐AX	   AO3.2	   y	  
detección	  por	  ECL.	  El	  patrón	  de	  modificación	  de	  proteínas	  obtenido	  fue	  el	  mismo	  en	  
las	  muestras	  de	  suero	  de	  pacientes	   selectivos,	   con	   reactividad	  cruzada	  y	  controles	  
(Figura	  62)	  y	  coincidía	  con	  el	  obtenido	  tras	  la	  modificación	  in	  vitro	  de	  suero	  humano	  
con	  AX	  durante	  16	  horas	  a	  37°C	  (Figura	  59A).	  Por	  tanto	  hay	  que	  considerar	  que	  en	  
los	  ensayos	  de	  inhibición	  del	  RAST	  la	  estructura	  reconocida	  por	   los	  anticuerpos	  IgE	  
específicos	  de	  los	  pacientes	  alérgicos	  a	  AX	  no	  era	  necesariamente	  la	  molécula	  de	  AX	  
aislada,	   sino	   que	   podría	   ser	   la	   AX	   unida	   a	   alguna(s)	   proteína(s)	   sérica(s)	   como	  
portadora	  y	  aunque	  en	  algunos	  casos	   las	  proteínas	  modificadas	  durante	  el	  ensayo	  
coincidieron	  con	  proteínas	  usadas	  en	  la	  generación	  in	  vitro	  de	  conjugados	  con	  la	  AX,	  
el	   grado	   o	   el	   modo	   en	   que	   se	   modificaron	   pudo	   ser	   distinto	   provocando	   que	   se	  
reconocieran	  de	  distinta	  manera,	  ya	  que	  la	  obtención	  de	  estos	  conjugados	  se	  realiza	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siguiendo	  el	  método	  de	  generación	  de	  aductos	  para	  la	  inmunización	  de	  animales	  y	  la	  
obtención	   de	   anticuerpos,	   es	   decir,	   se	   modifican	   en	   condiciones	   alcalinas	   que	  
favorecen	  la	  haptenización	  de	  proteínas	  y	  en	  presencia	  de	  elevadas	  concentraciones	  
del	  fármaco.	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Figura	  62:	  Detección	   inmunológica	  mediante	  Western	  blot	  de	   la	  modificación	  por	  
AX	   de	   proteínas	   séricas	   en	   ensayos	   de	   inhibición	   del	   RAST.	   Se	   incubó	   suero	   humano	  
durante	   3	   horas	   a	   temperatura	   ambiente	   con	  AX	  preparada	   a	   1,	   10	   y	   100	  mM	  en	  PBS,	   a	  
continuación	  se	  añadió	  la	  fase	  sólida	  conjugada	  a	  AXO-­‐PLL	  con	  la	  que	  se	  incubó	  durante	  3	  
horas	   a	   temperatura	  ambiente	   y	   finalmente	   se	   recuperó	   la	   fase	   fluida	   (suero	  +	   inhibidor)	  
antes	  de	  añadir	  el	  anticuerpo	  anti-­‐IgE	  marcado	  con	  I125.	  Alícuotas	  de	  2	  µg	  de	  proteína	  de	  las	  
muestras	   recuperadas	   se	   analizaron	   por	   SDS-­‐PAGE	   seguida	   de	   Western	   blot	   con	   el	  
anticuerpo	   monoclonal	   anti-­‐AX	   AO3.2	   y	   visualización	   de	   la	   señal	   inmunorreactiva	   en	   un	  
sistema	  analizador	  de	  imagen.	  Ensayo	  realizado	  con	  suero	  de	  un	  paciente	  alérgico	  selectivo	  
a	  AX	  (A),	  suero	  de	  un	  paciente	  alérgico	  con	  reactividad	  cruzada	  entre	  penicilinas	  (B)	  y	  suero	  
de	  un	  control	  sano	  no	  alérgico	  (C).	  
	  
6. Caracterización	  de	  la	  modificación	  in	  vitro	  de	  HSA	  por	  AX	  mediante	  
espectrometría	  de	  masas	  
Como	   se	   ha	   mencionado	   anteriormente,	   se	   considera	   que	   la	   HSA	   es	   la	  
principal	  proteína	  diana	  de	  la	  AX	  .	  Por	  esta	  razón	  se	  ha	  realizado	  una	  caracterización	  
detallada	   de	   la	   interacción	   HSA-­‐AX,	   determinando	   la	   estequiometría	   de	   la	  
modificación	  HSA:AX	  de	  los	  aductos	  generados	  in	  vitro	  e	  identificando	  los	  principales	  
sitios	   nucleofílicos	   de	   la	   HSA	   con	   capacidad	   de	   reaccionar	   covalentemente	   con	   el	  
anillo	  BL	  de	  la	  AX.	  
Para	   realizar	   esta	   caracterización	   se	   optó	   en	   primer	   lugar	   por	   realizar	   el	  
análisis	   de	   los	   aductos	  HSA-­‐AX	  mediante	   un	   espectrómetro	  de	  masas	  MALDI-­‐TOF-­‐
TOF,	  pero	  para	  lograr	  una	  mejor	  caracterización	  de	  los	  aductos	  y	  la	  identificación	  de	  
los	   residuos	   a	   los	   que	   se	   une	   covalentemente	   la	   AX	   fue	   necesario	   un	   análisis	  
posterior	  con	  un	  espectrómetro	  de	  masas	  de	  alta	  resolución	  LTQ	  Orbitrap	  XL	  que	  se	  
realizó	  por	  el	  grupo	  de	  investigación	  del	  profesor	  Giancarlo	  Aldini	  del	  Departamento	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de	  Ciencias	   Farmacéuticas	   “Pietro	  Pratesi”	  de	   la	   “Università	  degli	   Studi	   di	  Milano”	  
(Milán,	  Italia).	  
6.1. Caracterización	   de	   aductos	   HSA-­‐AX	   generados	   in	   vitro	   mediante	  
MALDI-­‐TOF	  	  
6.1.1. Detección	  de	  aductos	  HSA-­‐AX	  y	  estimación	  de	   la	  estequiometría	  de	  
la	  modificación	  	  
En	   estos	   ensayos	   se	   emplearon	   aductos	   HSA-­‐AX	   generados	   in	   vitro	   en	  
condiciones	  de	  pH	  alcalino	  usando	  concentraciones	  de	  AX	  próximas	  a	  las	  usadas	  en	  
la	  obtención	  de	  aductos	  HSA-­‐AX	  para	  estudios	   inmunológicos	  o	  para	   la	  generación	  
de	  anticuerpos	  (1-­‐100	  mg/ml)	  (Audicana	  et	  al.,	  1994;	  Mayorga	  et	  al.,	  1995;	  Zhao	  et	  
al.,	  2000;	  Fujiwara	  et	  al.,	  2011).	  Los	  aductos	  se	  analizaron	  por	  MALDI-­‐TOF	  MS	  y	  los	  
espectros	   mostraron	   un	   incremento	   en	   la	   masa	   de	   la	   HSA	   dependiente	   de	   la	  
concentración	  de	  antibiótico	  empleada	  para	  su	  modificación	  (Figura	  63).	  Se	  observó	  
un	   desplazamiento	   del	   centroide	   del	   pico	   de	   HSA	   incluso	   a	   la	   concentración	  más	  
baja	  de	  AX	  empleada	  (0,5	  mg/ml),	  para	  la	  que	  se	  determinó	  un	  incremento	  de	  masa	  
de	  la	  proteína	  de	  306,5	  Da	  con	  respecto	  al	  control,	  que	  podría	  corresponder	  con	  la	  
incorporación	  de	  una	  molécula	  de	  AX.	  En	  el	  espectro	  de	  HSA	  tratada	  con	  5	  mg/ml	  de	  
AX	  se	  pudieron	  observar	  2	  picos	  con	  un	  incremento	  de	  m/z	  con	  respecto	  al	  control	  
de	   830	  Da	   y	   1476	  Da,	   compatible	   con	   la	   incorporación	   de	   2	   y	   4	  moléculas	   de	   AX	  
respectivamente.	   Finalmente,	   el	   espectro	   de	   HSA	   tratada	   con	   10	   mg/ml	   de	   AX,	  
condiciones	   que	   estaban	   próximas	   a	   las	   que	   se	   emplean	   de	   forma	   rutinaria	   en	   la	  
obtención	   los	  aductos	  HSA-­‐AX	  para	  aplicaciones	   inmunológicas,	  mostraron	  un	  pico	  
principal	   con	   un	   valor	   de	  m/z	   de	   68220,4	   Da,	   representando	   un	   incremento	   de	  
aproximadamente	   1813,6	   Da	   con	   respecto	   al	   control	   y	   que	   pudo	   ser	   debido	   a	   la	  
incorporación	  de	  hasta	  5	  moléculas	  de	  AX	  y/o	  a	  la	  existencia	  de	  otras	  modificaciones	  
en	   la	  molécula	   de	   HSA	   durante	   la	   incubación	   en	   presencia	   del	   antibiótico	   (Figura	  
63B).	  	  
Además,	   estos	   aductos	   se	   analizaron	   por	   SDS-­‐PAGE	   y	   Western	   blot	   con	   el	  
anticuerpo	  anti-­‐AX	  AO3.2,	   y	   se	  observó	  un	   incremento	  en	  el	  peso	  molecular	  de	   la	  
banda	   de	   la	   HSA	   correspondiente	   a	   la	   incorporación	   de	   varias	   moléculas	   de	   AX.	  
También	   se	   observó	   la	   aparición	   de	   especies	   con	   un	   elevado	   peso	  molecular	   que	  
sugería	   la	   formación	  de	  agregados	  de	  HSA	  durante	   la	   incubación	  con	  el	  antibiótico	  
(Figura	  63C).	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Figura	  63:	  Detección	  de	   la	   interacción	  de	   la	  AX	   con	   la	  HSA	  mediante	  MALDI-­‐TOF	  
MS	  y	  Western	  blot.	  A:	  Estructura	  de	  la	  AX	  y	  del	  aducto	  formado	  con	  una	  proteína	  (aducto	  
amoxiciloil-­‐proteína)	  a	  través	  de	  un	  residuo	  no	  específico.	  B:	  Análisis	  por	  MALDI-­‐TOF	  MS	  de	  
los	   aductos	   HSA-­‐AX.	   HSA	   preparada	   en	   bicarbonato	   sódico	   0,1	   M	   se	   incubó	   durante	   16	  
horas	  a	  37°C	  con	  AX	  preparada	  en	  carbonato	  bicarbonato	  50	  mM	  (pH	  10,2)	  en	  una	  relación	  
molar	  HSA:AX	  de	  1:9;	  1:18;	  1:90	  y	  1:180	  (concentración	  final	  de	  HSA	  de	  10	  mg/ml	  y	  de	  AX	  
de	   0,5;	   1;	   5	   y	   10	   mg/ml).	   Los	   aductos	   resultantes	   se	   analizaron	   por	   MALDI-­‐TOF	   MS.	   El	  
incremento	  de	  masa	  registrado	  con	  respecto	  a	  la	  proteína	  control	  se	  indica	  a	  la	  derecha.	  C:	  
Detección	   inmunológica	   de	   HSA	   modificada	   por	   AX	   mediante	  Western	   blot.	   Los	   aductos	  
HSA-­‐AX	  se	  obtuvieron	  en	  las	  mismas	  condiciones	  que	  en	  el	  panel	  B	  y	  se	  analizaron	  por	  SDS-­‐
PAGE	  seguida	  de	  Western	  blot	  con	  el	  anticuerpo	  anti-­‐AX	  AO3.2	  y	  detección	  por	  ECL.	  En	  cada	  
calle	  del	  gel	  se	  cargaron	  cantidades	  decrecientes	  de	  proteína	  (indicadas	  en	  la	  parte	  inferior	  
de	  la	  imagen)	  para	  evitar	  la	  saturación	  de	  la	  señal.	  En	  el	  panel	  inferior	  se	  muestra	  la	  tinción	  
de	   proteína	   total	   con	   Coomassie	   de	   la	   membrana	   transferida.	   Los	   resultados	   son	  
representativos	  de	  al	  menos	  4	  ensayos	  para	  los	  que	  se	  obtuvieron	  resultados	  similares.	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6.1.2. Identificación	  de	  los	  sitios	  de	  modificación	  de	  la	  HSA	  por	  AX	  	  
Los	   aductos	   HSA-­‐AX	   empleados	   en	   este	   ensayo	   se	   obtuvieron	   in	   vitro	   en	  
condiciones	   de	   pH	   alcalino	   empleando	  AX	   a	   una	   concentración	   de	   0,5	   y	   5	  mg/ml.	  
Después	  de	  comprobar	  mediante	  Western	  blot	  que	  se	  habían	  generado	  los	  aductos	  
con	  AX	  se	  realizó	  la	  digestión	  con	  tripsina	  de	  las	  muestras	  y	  los	  péptidos	  resultantes	  
de	   la	   tripsinización	   se	   analizaron	   por	   MALDI-­‐TOF	   MS.	   Se	   emplearon	   varios	  
procedimientos	  de	  digestión	  con	  el	  fin	  de	  conseguir	  un	  alto	  porcentaje	  de	  cobertura	  
de	  la	  HSA	  (Tabla	  21)	  y	  se	  obtuvo	  una	  cobertura	  máxima	  del	  73%	  con	  la	  tripsinización	  
en	  gel	  de	   la	  proteína.	   Sin	  embargo,	  mediante	  el	   análisis	  por	  MALDI-­‐TOF	  MS	  no	   se	  
pudieron	  detectar	  péptidos	  de	  HSA	  con	  un	  incremento	  de	  masa	  que	  coincidiera	  con	  
el	   tamaño	  de	  una	  molécula	   de	  AX	  o	   un	   fragmento	  de	   la	  misma	   con	   respecto	   a	   la	  
muestra	   control,	   además	   se	   pudo	   observar	   una	   disminución	   en	   el	   número	   de	  
péptidos	  detectados	  en	  las	  muestras	  modificadas	  por	  el	  fármaco	  que	  podría	  deberse	  
a	  que	  la	  proteína	  modificada	  por	  AX	  era	  menos	  susceptible	  a	  la	  digestión.	  	  
Tabla	  21:	  Condiciones	  de	  tripsinización	  de	  la	  HSA	  y	  porcentaje	  de	  cobertura	  de	  la	  secuencia	  
de	  la	  proteína	  obtenido	  por	  MALDI-­‐TOF	  MS.	  Los	  aductos	  empleados	  en	  la	  tripsinización	  se	  
obtuvieron	   in	  vitro	  a	  partir	  de	  HSA	  preparada	  en	  bicarbonato	  sódico	  0,1	  M	  que	  se	   incubó	  
durante	  16	  horas	  a	  37°C	  con	  AX	  preparada	  en	  carbonato	  bicarbonato	  50	  mM	  (pH	  10,2)	  en	  
una	  relación	  molar	  HSA:AX	  de	  1:9	  y	  1:90	  (concentración	  final	  de	  HSA	  de	  10	  mg/ml	  y	  de	  AX	  
de	  0,5	  y	  5	  mg/ml).	  También	  se	  tripsinizaron	  muestras	  control	  de	  HSA	  sin	  modificar	  por	  AX.	  
Tipo	  	   Tratamiento	  	  previo	  HSA	  
Secado	  	  
muestraa	   Tripsina
b	   Tripsina:HSA	   Duración	  tripsinización	  
Espectrómetro	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
de	  masas	  
%	  	  	  	  
Cobertc	  
En	  
solución	   NO	   NO	  
En	  TFA	  0,01%	  
(Boehringer)	   1:25	   o/n	  a	  37°C	  
MALDI-­‐TOF-­‐TOF	  
Autoflex	  III	  	   13%	  
En	  
solución	   NO	   NO	  
En	  TFA	  0,01%	  
(Boehringer)	  	   1:50	   o/n	  a	  37°C	  
MALDI-­‐TOF-­‐TOF	  
Autoflex	  III	  	   13%	  
En	  
solución	   TFE	  (50%)	  	   NO	  
En	  TFA	  0,01%	  
(Boehringer)	  	   1:10	   o/n	  a	  37°C	  
MALDI-­‐TOF-­‐TOF	  
Autoflex	  III	  	   25,3%	  
En	  
solución	  
TFE	  (50%)	  (añadir	  sobre	  
muestra	  de	  proteína	  seca	  
en	  centrífuga	  de	  vacío)	  
NO	   En	  TFA	  0,01%	  (Boehringer)	  	   1:10	   o/n	  a	  37°C	  
MALDI-­‐TOF-­‐TOF	  
Autoflex	  III	  	   34,4%	  
En	  
solución	  
DTT	  (10	  mM),	  
iodoacetamida	  (50	  mM)	   NO	  
En	  TFA	  0,01%	  
(Boehringer)	  	   1:20	   o/n	  a	  37°C	  
MALDI-­‐TOF-­‐TOF	  
Autoflex	  III	  	   25,5%	  
En	  
solución	  
DTT	  (10	  mM),	  
iodoacetamida	  (50	  mM)	   NO	  
En	  HCl	  1	  mM	  
(Promega)	   1:20	   o/n	  a	  37°C	  
MALDI-­‐TOF-­‐TOF	  
Autoflex	  III	  	   26,8%	  
En	  
solución	  
TFE	  (50%),	  DTT	  (10	  mM),	  
iodoacetamida	  (50	  mM)	   NO	  
En	  HCl	  1	  mM	  
(Promega)	  	   1:10	   o/n	  a	  37°C	  
MALDI-­‐TOF-­‐TOF	  
Autoflex	  III	  	   39,3%	  
En	  gel	   NO	   NO	  
En	  bicarbonato	  
amónico	  50	  mM	  
(Promega)	  
375	  ng	  
tripsina/spot	   8	  h	  a	  37°C	  
MALDI-­‐TOF-­‐TOF	  
Autoflex	  III	   69%	  
En	  
solución	  
DTT	  (10	  mM),	  
iodoacetamida	  (50	  mM)	   SI	  
En	  bicarbonato	  
amónico	  	  25	  mM	  
(Promega)	  
1:20	   o/n	  a	  37°C	   4800	  MALDI-­‐TOF-­‐TOF	  	   60%	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Tipo	  	   Tratamiento	  	  previo	  HSA	  
Secado	  	  
muestraa	   Tripsina
b	   Tripsina:HSA	   Duración	  tripsinización	  
Espectrómetro	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
de	  masas	  
%	  	  	  	  
Cobertc	  
En	  gel	   DTT	  (10	  mM),	  iodoacetamida	  (50	  mM)	   SI	  
En	  bicarbonato	  
amónico	  25	  mM	  
50%	  acetonitrilo	  
(Promega)	  
450	  ng	  
tripsina/spot	  
45	  min	  a	  4°C	  
4	  h	  a	  37°C	  
4800	  MALDI-­‐
TOF-­‐TOF	  	   73%	  
a	  Secado	  muestra	  previo	  a	  la	  tripsinización	  en	  centrífuga	  de	  vacío	  	  
b	  Preparación	  tripsina	  y	  casa	  comercial	  	  
c	  Porcentaje	  cobertura	  de	  la	  secuencia	  de	  la	  proteína.	  
	  
6.2. Caracterización	  de	  aductos	  HSA-­‐AX	  generados	  in	  vitro	  mediante	  LTQ	  
Orbitrap	  XL	  
6.2.1. Detección	  de	  aductos	  HSA-­‐AX	  y	  estimación	  de	   la	  estequiometría	  de	  
la	  modificación	  	  
La	   capacidad	   de	   la	   AX	   para	   reaccionar	   covalentemente	   con	   la	   HSA	   y	   la	  
estequiometría	  de	  la	  reacción	  se	  evaluó	  en	  primer	  lugar	  mediante	  la	  infusión	  directa	  
en	  el	  espectrómetro	  de	  masas	  de	  aductos	  HSA-­‐AX	  generados	  in	  vitro	  en	  condiciones	  
de	   pH	   neutro	   empleando	   una	   relación	   molar	   HSA:AX	   de	   1:9	   y	   1:90	   y	   muestras	  
control	  de	  HSA	  sin	  modificar.	  
El	  espectro	  de	  ESI-­‐MS	  deconvolucionado	  obtenido	  para	  las	  muestras	  de	  HSA	  
sin	   modificar	   por	   AX,	   se	   caracterizó	   por	   un	   pico	   principal	   de	   66439	   Da	  
correspondiente	  a	  la	  mercaptoalbúmina	  y	  dos	  picos	  menores	  de	  66559	  Da	  (+120	  Da)	  
y	  66603	  Da	  (+164	  Da)	  que	  se	  atribuyeron	  a	  las	  formas	  cisteiniladas	  y	  glicadas	  de	  la	  
HSA	  respectivamente	  (Figura	  64A),	  como	  ya	  ha	  sido	  descrito	  (Aldini	  et	  al.,	  2006).	  El	  
espectro	   de	   ESI-­‐MS	   deconvolucionado	   de	   la	   HSA	   incubada	   en	   condiciones	   de	   pH	  
neutro	   con	   AX	   en	   una	   relación	  molar	   HSA:AX	   de	   1:9	  mostró	   la	   generación	   de	   un	  
único	  aducto	  de	  66804	  Da,	  desplazado	  365	  Da	  con	  respecto	  a	  la	  mercaptoalbúmina	  
que	  correspondía	  con	  el	  determinante	  AXO	  (Figura	  64B)	  y	  que	  representaba	  el	  20%	  
de	   la	   proteína	   nativa.	   Al	   aumentar	   la	   concentración	   de	   la	   AX	   (HSA:AX	   1:90)	   la	  
abundancia	   relativa	   de	   las	   isoformas	   nativas	   de	   la	   HSA	   se	   redujo	   drásticamente	   y	  
aparecieron	   tres	   aductos	   principales	   de	   la	   HSA	   a	   66804,	   67169	   y	   67534	   Da,	  
desplazados	   por	   365,	   730	   y	   1095	   Da	   respectivamente	   con	   respecto	   a	   la	  
mercaptoalbúmina	  nativa,	  y	  que	  se	  podían	  atribuir	  a	   la	  existencia	  de	  aductos	  HSA-­‐
AXO	  con	  la	  siguiente	  estequiometría:	  1:1,	  1:2,	  1:3	  (Figura	  64C).	  También	  se	  observó	  
que	  las	  formas	  cisteiniladas	  y	  glicadas	  de	  la	  HSA	  se	  modificaban	  de	  un	  modo	  similar	  
al	  de	  la	  mercaptoalbúmina,	  lo	  que	  indicaba	  que	  la	  Cys	  34	  (sitio	  de	  cisteinilación)	  y	  la	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Lys	  525	  (principal	  sitio	  de	  glicación)	  no	  estaban	  involucradas	  en	  la	  reacción	  con	  la	  AX	  
en	  estas	  condiciones	  experimentales.	  	  
Hay	  que	  mencionar	  que	  se	  realizaron	  lavados	  de	  todas	  las	  muestras	  con	  una	  
mezcla	  de	  etanol:H2O	  antes	  del	  análisis	  de	  ESI-­‐MS	  hasta	  que	  la	  abundancia	  relativa	  
de	   los	  aductos	   se	  mantuvo	   constante.	   Este	  procedimiento	   se	   realizó	  para	  eliminar	  
los	   complejos	  no	   covalentes	  AX-­‐proteína	  que	  pudieran	  quedar	   en	   la	   fase	   gaseosa,	  
aunque	   la	   muestra	   se	   pulverizaba	   bajo	   condiciones	   desnaturalizantes.	   De	   hecho,	  
cuando	  la	  HSA	  se	   incubó	  con	  AX	  en	  una	  relación	  molar	  HSA:AX	  de	  1:9	  y	  se	   inyectó	  
tras	   un	   lavado	   realizado	   sólo	   con	   H2O,	   además	   del	   monoaducto	   de	   66804	   Da	   se	  
observaron	  otros	  aductos	  con	  una	  proporción	  estequiométrica	  HSA:AX	  de	  1:2	  y	  1:3	  
debido	  a	   la	  presencia	  de	   interacciones	  no	   covalentes	  que	  desaparecieron	  después	  
de	  sucesivos	  lavados	  con	  la	  mezcla	  de	  etanol:H2O.	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Figura	  64:	  Caracterización	  de	  la	  HSA	  modificada	  por	  AX	  mediante	  ESI-­‐MS.	  Espectro	  
de	  MS	   deconvolucionado	   obtenido	   a	   partir	   de	   experimentos	   de	   infusión	   directa	   de	   HSA	  
incubada	  durante	  18	  horas	  a	  37°C	   con	  AX	  en	  PBS	  en	  una	   relación	  molar	  HSA:AX	  de	  1:9	   y	  
1:90	   (concentración	   final	   de	   HSA	   de	   10	   mg/ml	   y	   de	   AX	   de	   0,5	   y	   5	   mg/ml).	   La	   isoforma	  
mercaptoalbúmina	   es	   el	   pico	   de	   66438	   Da	   (pico	   A)	   y	   los	   picos	   A1B,	   A2B,	   A3B	   y	   A4B	  
corresponden	  a	  los	  aductos	  HSA:AX	  con	  la	  siguiente	  estequiometría:	  1:1,	  1:2,	  1:3	  y	  1:4.	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6.2.2. Identificación	   de	   los	   sitios	   de	   modificación	   de	   la	   HSA	   por	   AX	   en	  
muestras	  de	  HSA	  purificada	  
La	   identificación	   de	   los	   sitios	   de	   la	   HSA	   modificados	   por	   AX	   se	   realizó	  
mediante	  análisis	  por	  LC-­‐ESI-­‐MS	  de	  la	  mezcla	  de	  péptidos	  resultantes	  de	  la	  digestión	  
de	   la	   proteína	   con	   tripsina	   y	   tripsina	   junto	   a	   quimotripsina.	   La	   cobertura	   de	   la	  
proteína	   nativa	   y	  modificada	   por	   AX	   fue	   siempre	   superior	   al	   90%	   y	   85%	   para	   las	  
digestiones	  con	  tripsina	  y	  tripsina	  junto	  con	  quimotripsina	  respectivamente.	  Se	  debe	  
mencionar	   que	   los	   residuos	   de	   lisina	   más	   reactivos	   recogidos	   en	   la	   literatura	   y	  
determinados	   por	   estudios	   de	   modelización	   molecular	   estaban	   cubiertos	   en	   las	  
digestiones.	  	  
La	  primera	   aproximación	  para	   identificar	   los	  péptidos	  modificados	  por	  AX	   y	  
los	   correspondientes	   sitos	   de	  modificación	   se	   basaron	   en	   la	   búsqueda	   algorítmica	  
Sequest	   introduciendo	   la	   modificación	   por	   el	   grupo	   AXO	   (+365	   Da)	   como	   una	  
modificación	  variable	  sobre	  los	  residuos	  de	  Lys,	  His,	  Cys	  y	  Ser,	  pero	  finalmente	  este	  
abordaje	  no	  resultó	  adecuado	  para	  la	  identificación	  de	  los	  péptidos	  modificados	  por	  
AX.	  	  
Se	  consiguió	  optimizar	  el	  análisis	  mediante	  ESI-­‐MS	  analizando	  el	  proceso	  de	  
fragmentación	   de	   péptidos	   sintéticos	   de	   la	   HSA	   que	   contenían	   un	   residuo	  
nucleofílico	   de	   lisina	   (Lys	   199),	   ya	   que	   previamente	   se	   había	   comprobado	   que	   la	  
lisina	  era	  el	  residuo	  de	  la	  HSA	  más	  reactivo	  para	  la	  AX	  con	  respecto	  a	  otros	  residuos	  
nucleofílicos	   como	   la	   histidina	   y	   la	   cisteína	   (Ariza	   et	   al.,	   2012).	   Se	   observó	   que	   el	  
espectro	  de	  MS/MS	  de	  los	  aductos	  AX-­‐Lys	  detectado	  con	  el	  modo	  de	  fragmentación	  
de	  iones	  HCD	  se	  caracterizaba	  por	  la	  detección	  de	  fragmentos	  de	  iones	  unidos	  a	  AX	  
fragmentada	   con	   la	   pérdida	   del	   grupo	   4-­‐hidroxibencilamina	   (M1)	   o	   del	   anillo	   de	  
tiazolidina	   (M2)	  y	  por	   la	  detección	  de	   fragmentos	  de	   la	  molécula	  de	  AX	  generados	  
por	  la	  escisión	  del	  anillo	  de	  tiazolidina	  (AX1,	  m/z	  =	  160	  Da)	  y	  por	  la	  pérdida	  del	  grupo	  
amino	   de	   su	   cadena	   lateral	   (AX2,	  m/z	   =	   349,08	   Da)	   (Figura	   65).	   A	   partir	   de	   estos	  
fragmentos	  específicos	  se	  pudo	  generar	  una	  lista	  de	  iones	  precursores	  (Tabla	  22)	  y	  
se	   pudo	   observar	   que	   el	   método	   era	   altamente	   específico	   porque	   estos	   iones	  
precursores	  no	  se	  detectaron	  en	  las	  muestras	  control.	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Figura	   65:	   Fragmentos	   de	   iones	   generados	   y	   detectados	   con	   el	   modo	   de	  
fragmentación	   HCD	   del	   péptido	   sintético	   de	   HSA	   198LKCASLQK205	  modificado	   por	   AX.	   Se	  
detectaron	  fragmentos	  de	  iones	  unidos	  a	  AX	  fragmentada	  (M0,	  M1	  y	  M2)	  y	  fragmentos	  de	  la	  
molécula	  de	  AX	  (AX1	  y	  AX2).	  	  
Se	  identificaron	  8	  iones	  precursores	  que	  coincidían	  con	  los	  obtenidos	  en	  una	  
lista	   teórica	   de	   iones	   haptenizados,	   correspondientes	   a	   6	   péptidos	   haptenizados	  
diferentes,	  para	  los	  que	  se	  determinó	  su	  secuencia	  de	  aminoácidos	  y	  se	  identificó	  el	  
residuo	  donde	  se	  localizaba	  la	  modificación	  por	  el	  fármaco	  mediante	  el	  análisis	  del	  
espectro	  de	  MS/MS.	  Se	  identificaron	  los	  residuos	  Lys	  190,	  199	  y	  541	  como	  sitios	  de	  
modificación	  de	   la	  HSA	  por	  AX	  cuando	  se	  empleaba	  una	  relación	  molar	  HSA:AX	  de	  
1:9,	  y	  al	  aumentar	  la	  concentración	  de	  AX	  hasta	  una	  relación	  molar	  HSA:AX	  de	  1:90	  
se	  detectaron	  6	  sitios	  de	  modificación	  que	  correspondían	  con	  las	  Lys	  190,	  199,	  351,	  
432,	  541	  y	  545	  (Tabla	  22).	  	  
Tabla	   22:	   Péptidos	   de	   HSA	   modificados	   por	   AX	   detectados	   mediante	   LC-­‐ESI-­‐MS	   e	  
identificación	  de	  residuos	  modificados	  mediante	  LC-­‐ESI-­‐MS-­‐MS.	  	  
Péptidosa	  	  
Ión	  
precursor	  
(m/z)	  
Carga	  
(Z)	  
Iones	  
haptenizados	  
teóricos	  
Precisión	  
(ppm)	   Secuencia	  
Sitio	  de	  
modificación	  
HSA:AX	  
1:9	  
HSA:AX	  
1:90	  
P1	   628,63147	  471,72574	  
3	  
4	  
628,63163	  
471,72554	  
0,25	  
0,4	  
182LDELRDEGK#ASSAK195	  
182LDELRDEGK#ASSAK195	  
Lys	  190	  	  
Lys	  190	  
Sí	  
Sí	  
Sí	  
Sí	  
P2	   528,74624	   2	   528,74626	   0,04	   198LK#C*ASL203	   Lys	  199	   Sí	   Sí	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Péptidosa	  	  
Ión	  
precursor	  
(m/z)	  
Carga	  
(Z)	  
Iones	  
haptenizados	  
teóricos	  
Precisión	  
(ppm)	   Secuencia	  
Sitio	  de	  
modificación	  
HSA:AX	  
1:9	  
HSA:AX	  
1:90	  
P3	   480,72837	   2	   480,72839	   0,04	   349LAK#TY353	   Lys	  351	   No	   Sí	  
P4	   584,29468	   2	   584,29496	   0,48	   429NLGK#VGSK436	   Lys432	   No	   Sí	  
P5	   591,79474	  394,86562	  
2	  
3	  
591,79481	  
394,86563	  
0,12	  
0,02	  
539ATK#EQLK545	  
539ATK#EQLK545	  
Lys	  541	  
Lys	  541	  
Sí	  
Sí	  
Sí	  
Sí	  
P6	   780,83907	   2	   780,83891	   -­‐0,20	   542EQLK#AVMDDF551	   Lys	  545	   No	   Si	  
Los	  aductos	  HSA-­‐AX	  empleados	  en	  el	  ensayo	  se	  obtuvieron	  por	   incubación	  de	  HSA	  con	  AX	  
durante	  18	  horas	  a	  37°C	  en	  PBS	  en	  una	  relación	  molar	  HSA:AX	  de	  1:9	  y	  1:90	  (concentración	  
final	   de	   AX	   de	   0,5	   y	   5	   mg/ml)	   y	   los	   aductos	   resultantes	   se	   sometieron	   a	   digestión	   con	  
tripsina	  y	  quimotripsina.	  
a	  Péptidos	  haptenizados	  detectados	  por	  LC-­‐ESI-­‐MS	  
#:	  aducto	  amoxiciloil	  	  
*:	  carboimidometil-­‐cisteína	  	  
6.2.3. Identificación	   de	   los	   sitios	   de	   modificación	   de	   la	   HSA	   presente	   en	  
suero	  humano	  por	  AX	  
Se	  estudió	  si	  al	  modificar	  con	  AX	  la	  HSA	  presente	  en	  suero	  humano	  en	  lugar	  
de	  HSA	  purificada	   los	   sitios	  de	  modificación	  de	  esta	  proteína	  eran	   los	  mismos	  o	   si	  
existían	  algunas	  diferencias	  provocadas	  por	  la	   influencia	  del	  resto	  de	  componentes	  
séricos	   y/o	   las	   características	   físico-­‐químicas	   del	   suero.	   Además	   este	   ensayo	   se	  
aproximaría	  más	  a	  las	  condiciones	  de	  haptenización	  in	  vivo.	  Se	  generaron	  aductos	  de	  
HSA-­‐AX	  incubando	  suero	  humano	  con	  AX	  en	  condiciones	  de	  pH	  neutro	  y	  alcalino	  y	  a	  
continuación	  se	  purificó	  la	  HSA	  por	  columnas	  de	  afinidad	  siguiendo	  el	  procedimiento	  
descrito	  en	  el	  material	  y	  métodos.	   Los	  aductos	  purificados	  se	  analizaron	  mediante	  
SDS-­‐PAGE	  y	  Western	  blot	  con	  el	  anticuerpo	  monoclonal	  anti-­‐AX	  AO3.2	  (Figura	  66)	  y	  
se	  comprobó	  que	  la	  señal	  inmunorreactiva	  se	  detectaba	  con	  una	  sensibilidad	  similar	  
a	  la	  de	  los	  ensayos	  de	  modificación	  de	  HSA	  purificada,	  lo	  que	  podría	  indicar	  que	  no	  
existían	  cambios	  drásticos	  en	  las	  características	  de	  la	  modificación	  de	  la	  HSA	  por	  AX	  
en	   función	   de	   que	   la	   proteína	   estuviera	   purificada	   o	   junto	   con	   el	   resto	   de	  
componentes	  séricos	  en	  los	  ensayos	  in	  vitro.	  	  
Al	   realizar	   el	   análisis	   mediante	   LC-­‐ESI-­‐MS	   y	   LC-­‐ESI-­‐MS-­‐MS	   de	   los	   aductos	  
generados	   en	   condiciones	   de	   pH	   neutro	   se	   confirmaron,	   en	   general,	   los	   sitios	   de	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modificación	  identificados	  en	  los	  ensayos	  realizados	  con	  HSA	  purificada	  con	  algunas	  
diferencias.	  Concretamente,	  cuando	  el	   suero	  humano	  se	   incubó	  en	  presencia	  de	  5	  
mg/ml	  de	  AX	  se	  identificaron	  como	  sitios	  de	  modificación	  los	  mismos	  residuos	  que	  
en	   el	   apartado	   anterior	   (Lys	   190,	   199,	   351,	   432,	   541	   y	   545),	   sin	   embargo	   a	   la	  
concentración	   de	   AX	   de	   0,5	  mg/ml	   se	   identificaron	   los	   residuos	   Lys	   190	   y	   432	   en	  
lugar	   de	   las	   Lys	   190,	   199	   y	   541	   identificadas	   en	   la	   modificación	   de	   la	   HSA	  
previamente	  purificada.	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Figura	   66:	  Detección	   inmunológica	   de	   aductos	   HSA-­‐AX	   obtenidos	   a	   partir	   de	   la	  
modificación	  de	  suero	  humano	  con	  AX	  y	  la	  purificación	  posterior	  de	  la	  HSA	  modificada.	  Se	  
incubó	  suero	  humano	  con	  AX	  preparada	  en	  carbonato	  bicarbonato	  50	  mM	  (pH	  10,2)	  a	  0,5	  y	  
5	   mg/ml	   durante	   16	   horas	   a	   37°C	   y	   a	   continuación	   se	   purificó	   la	   HSA	   por	   columnas	   de	  
afinidad.	  Alícuotas	  de	  2	  µg	  de	  proteína	  se	  analizaron	  por	  SDS-­‐PAGE	  seguida	  de	  Western	  blot	  
con	   el	   anticuerpo	  monoclonal	   anti-­‐AX	   AO3.2	   y	   detección	   por	   ECL.	   En	   el	   panel	   inferior	   se	  
muestra	   la	   tinción	   de	   proteína	   total	   con	   Coomassie	   de	   la	   membrana	   transferida.	   Los	  
resultados	  son	  representativos	  de	  3	  ensayos	  en	  los	  que	  se	  obtuvieron	  resultados	  similares.	  
	  
7. Identificación	  de	  dianas	  celulares	  de	  la	  AX	  
Es	   necesario	   analizar	   el	   papel	   que	   podrían	   desempeñar	   determinadas	  
proteínas	   celulares	   como	   dianas	   de	   la	   AX	   en	   los	   procesos	   de	   haptenización.	   Se	  
realizaron	   experimentos	   preliminares	   a	   partir	   del	   tratamiento	   con	   AX	   y	   AX	  
biotinilada	  de	  una	  línea	  celular	  de	  macrófagos	  de	  ratón	  (Raw	  264.7)	  para	  el	  posterior	  
análisis	   de	   los	   aductos	   fármaco-­‐proteína	   celular	   mediante	   técnicas	   proteómicas	   y	  
microscopía	  de	  fluorescencia.	  
7.1. Detección	   inmunológica	  de	  proteínas	  celulares	  modificadas	  por	  AX	  
mediante	  Western	  blot	  
En	  una	  primera	  aproximación	  se	  realizó	  el	  tratamiento	  de	  una	  línea	  celular	  de	  
macrófagos	  de	  ratón	  (Raw	  264.7)	  con	  AX	  durante	  24	  horas,	  eliminando	  el	  FBS	  y	  los	  
antibióticos	   (penicilina	   y	   estreptomicina)	   del	   medio	   de	   cultivo	   24	   horas	   del	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tratamiento.	  A	  partir	  de	   las	  células	   tratadas	  se	  obtuvieron	   lisados	  celulares	  que	  se	  
analizaron	  por	  SDS-­‐PAGE	  y	  Western	  blot	  empleando	  el	  anticuerpo	  anti-­‐AX	  AO3.2.	  En	  
estas	  condiciones	  experimentales	  no	  se	  pudo	  observar	  modificación	  de	  las	  proteínas	  
celulares	  tratadas	  con	  respecto	  al	  control	  sin	  tratar	  (Figura	  67),	  quizás	  debido	  a	  que	  
se	  modificó	  una	  proporción	  muy	  baja	  de	  proteínas	  celulares	  con	  respecto	  al	  total	  de	  
proteínas	  de	  los	  lisados	  obtenidos	  tras	  el	  tratamiento.	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Figura	   67:	  Detección	   de	   proteínas	   de	   macrófagos	   de	   ratón	   modificadas	   por	   AX	  
mediante	  Western	   blot.	   Se	   realizó	   el	   tratamiento	   de	   una	   línea	   celular	   de	  macrófagos	   de	  
ratón	   (Raw	   264.7)	   durante	   24	   horas	   con	   AX	   a	   0,5	   mg/ml	   preparada	   en	   PBS.	   Tras	   el	  
tratamiento	   se	   obtuvieron	   los	   lisados	   celulares	   con	   tampón	   de	   homogeneización	   y	   lisis	  
mecánica,	  alícuotas	  con	  15	  μg	  de	  proteína	  se	  analizaron	  por	  SDS-­‐PAGE	  seguida	  de	  Western	  
blot	  con	  el	  anticuerpo	  anti-­‐AX	  AO3.2	  y	  detección	  por	  ECL.	  
7.2. Detección,	   identificación	   y	   visualización	   de	   proteínas	   celulares	  
modificadas	  por	  AX	  biotinilada	  	  
7.2.1. Detección	  e	  identificación	  de	  proteínas	  celulares	  modificadas	  por	  AX	  
biotinilada	  mediante	  Western	  blot	  y	  espectrometría	  de	  masas	  
Con	   el	   fin	   de	   poder	   detectar	   posibles	   proteínas	   celulares	   diana	   de	   los	  
procesos	  de	  haptenización	  se	  optó	  por	  tratar	  la	  línea	  celular	  de	  macrófagos	  con	  AX	  
biotinilada	  ya	  que	   la	  sensibilidad	  de	   la	  detección	  con	  estreptavidina	  conjugada	  con	  
peroxidasa	   es	   superior	   a	   la	   detección	   con	   el	   anticuerpo	   primario	   AO3.2	   y	   un	  
anticuerpo	  secundario	  conjugado	  con	  peroxidasa.	  
Se	  realizó	  el	  tratamiento	  de	  los	  macrófagos	  con	  AX	  biotinilada	  en	  las	  mismas	  
condiciones	   en	   las	   que	   se	   había	   realizado	   el	   tratamiento	   con	   AX	   y	   los	   lisados	  
celulares	   obtenidos	   se	   analizaron	  mediante	   SDS-­‐PAGE	   y	  Western	   blot	   empleando	  
estreptavidina	   conjugada	   con	   peroxidasa.	   En	   la	  muestra	   control	   sin	   tratar	   con	   AX	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biotinilada	   se	   observaron	   2	   bandas	   que	   correspondían	   con	   proteínas	   biotiniladas	  
endógenas	   de	   aproximadamente	   75	   y	   130	   kDa	   de	   peso	   molecular	   y	   que	   podrían	  
tratarse	  de	   las	  proteínas	  biotiniladas	  propionil	  CoA	  carboxilasa	   (74	  kDa)	  y	  piruvato	  
carboxilasa	  (125	  kDa),	  ambas	  proteínas	  mitocondriales.	  En	  las	  muestras	  tratadas	  con	  
concentraciones	  crecientes	  de	  AX	  biotinilada	  se	  pudieron	  detectar,	  además	  de	  estas	  
2	  proteínas	  biotiniladas	  endógenas,	  3	  polipéptidos	  modificados	  por	  la	  AX	  biotinilada	  
que	  tenían	  un	  peso	  molecular	  aproximado	  de	  70,	  90	  y	  250	  kDa	  (Figura	  68).	  
!"#
$"%#
$%%#
"%#
&!#
'"#
'"%#
'%#
$"#
   %########%("#######$#########"###########
)*+#,-./0-12324#56751#
89.:;<02=#5.3->?232=#
@.9#*+#,-./0-1232#
	  
Figura	   68:	  Detección	   de	   proteínas	   de	   macrófagos	   de	   ratón	   modificadas	   por	   AX	  
biotinilada	   mediante	   Western	   blot.	   Se	   realizó	   el	   tratamiento	   de	   una	   línea	   celular	   de	  
macrófagos	  de	   ratón	   (Raw	  264.7)	  durante	  24	  horas	  con	  AX	  biotinilada	  a	  0,5;	  1	  y	  5	  mg/ml	  
preparada	  en	  PBS.	   Tras	   el	   tratamiento	   se	  obtuvieron	   los	   lisados	   celulares	   con	   tampón	  de	  
homogeneización	  y	   lisis	  mecánica,	  alícuotas	  con	  15	  μg	  de	  proteína	  se	  analizaron	  por	  SDS-­‐
PAGE	  seguida	  de	  Western	  blot	  con	  estreptavidina-­‐HRP	  y	  detección	  por	  ECL.	  
Posteriormente	   se	   emplearon	   los	   mismos	   lisados	   celulares	   de	   macrófagos	  
para	   su	   análisis	   por	   electroforesis	   bidimensional	   y	   Western	   blot	   detectando	   las	  
proteínas	  biotiniladas	  con	  estreptavidina	  conjugada	  con	  peroxidasa.	  En	  las	  muestras	  
tratadas	   con	  AX	  biotinilada	   se	  detectaron	  varios	   “spots”	  positivos	  para	   la	   señal	  de	  
biotina	   de	   pesos	   moleculares	   superiores	   a	   65	   kDa	   y	   diferente	   punto	   isoeléctrico	  
(Figura	  69).	  
En	  ensayos	  preliminares	  de	  identificación	  proteica	  mediante	  MALDI-­‐TOF-­‐TOF	  
MS/MS,	  se	   identificaron	  la	  proteína	  Myh14	  (“spot	  1”)	  y	  el	  precursor	  de	  la	  proteína	  
regulada	  por	  glucosa	  (“spot	  2”)	  (Figura	  69,	  Tabla	  23).	  Estos	  resultados	  necesitan	  ser	  
confirmados	  en	  ensayos	  adicionales	  para	  mejorar	  los	  parámetros	  de	  identificación	  y	  
para	  detectar	  un	  mayor	  número	  de	  dianas	  en	  la	  electroforesis	  bidimensional.	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Figura	   69:	   Detección	   e	   identificación	   de	   proteínas	   de	   macrófagos	   de	   ratón	  
modificadas	   por	   AX	   biotinilada	   mediante	   Western	   blot	   y	   MALDI-­‐TOF-­‐TOF	   MS/MS.	   Se	  
realizó	  el	  tratamiento	  de	  una	  línea	  celular	  de	  macrófagos	  de	  ratón	  (Raw	  264.7)	  durante	  24	  
horas	  con	  AX	  biotinilada	  a	  1	  mg/ml	  preparada	  en	  PBS	  y	  tras	  el	  tratamiento	  se	  obtuvieron	  los	  
lisados	   celulares	   con	   tampón	   de	   homogeneización	   y	   lisis	   mecánica.	   Detección	   de	   los	  
aductos	  de	  proteínas	  con	  AX	  biotinilada	  analizando	  por	  duplicado	  una	  alícuota	  de	  100	  µg	  de	  
proteína	  mediante	   electroforesis	   bidimensional.	   Tras	   la	   electroforesis	   uno	   de	   los	   geles	   se	  
usó	  para	   la	  detección	  de	  proteínas	  modificadas	  por	  AX	  biotinilada	  mediante	  Western	  blot	  
con	   estreptavidina-­‐HRP	   y	   detección	   por	   ECL	   y	   el	   otro	   gel	   se	   usó	   para	   la	   detección	   de	  
proteínas	  totales	  mediante	  tinción	  con	  Coomassie.	  Los	  “spots”	  de	  interés	  se	  escindieron	  del	  
gel	  teñido,	  se	  tripsinizaron	  y	  se	  identificaron	  mediante	  análisis	  de	  huella	  peptídica.	  	  
Tabla	  23:	  Identificación	  de	  proteínas	  de	  macrófagos	  de	  ratón	  modificadas	  por	  AX	  biotinilada	  
mediante	  análisis	  de	  huella	  peptídica	  por	  espectrometría	  de	  masas.	  
Nº	  
spota	   Nombre	  proteína	  
Código	  de	  
accesob	  
Puntuación	  
totalc	  
Puntuación	  
de	  ionesd	  
Peso	  molecular	  
(Da)e	  
Péptidos	  
coincidentesf	  
1	   Myh14	   gi|32484193	   51	   	   69397	   5	  
2	  
Precursor	  de	  la	  
proteína	  regulada	  
por	  glucosa	  
gi|25742763	   342	   6,	  19,	  2,	  31,	  16	   72473	   19	  
a	  Nº	  de	  “spot”	  del	  gel	  de	  electroforesis	  bidimensional	  teñido	  con	  Coomassie	  (Figura	  69)	  
b	  Código	  de	  acceso	  de	  la	  proteína	  en	  la	  base	  de	  datos	  del	  NCBI	  
c	  Puntuación	  de	  probabilidad	  total	  de	  Mascot	  	  
d	  Puntuación	  de	  probabilidad	  de	  iones	  de	  Mascot	  
e	  Peso	  molecular	  teórico	  (Da)	  
f	  Nº	  de	  péptidos	  coincidentes	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7.2.2. Visualización	  de	  la	  distribución	  celular	  de	  proteínas	  modificadas	  por	  
AX	  biotinilada	  mediante	  microscopía	  de	  fluorescencia	  	  
Se	  analizó	  el	  empleo	  de	  la	  AX	  biotinilada	  en	  la	  visualización	  de	  la	  distribución	  
celular	  de	  las	  proteínas	  celulares	  modificadas	  por	  el	  fármaco	  mediante	  microscopía	  
de	   fluorescencia.	  Siguiendo	  con	   los	   tratamientos	  de	   la	   línea	  celular	  de	  macrófagos	  
de	   ratón	   (Raw	   264.7)	   descritos	   en	   los	   apartados	   anteriores,	   se	   realizaron	  
tratamientos	   de	   24	   horas	   con	   AX	   biotinilada	   retirando	   previamente	   del	  medio	   de	  
cultivo	   los	  antibióticos	  y	  el	  FBS.	  La	  observación	  de	  estas	  células	  con	  el	  microscopio	  
confocal	   de	   fluorescencia	   mostró	   un	   claro	   incremento	   de	   la	   señal	   de	   biotina	  
intracelular	   correspondiente	   a	   las	   proteínas	   modificadas	   por	   la	   AX	   biotinilada	  
distribuidas	  por	  todo	  el	  citoplasma	  con	  respecto	  a	  las	  células	  control	  en	  las	  que	  sólo	  
se	  observó	  una	  señal	  de	  fluorescencia	  débil	  procedente	  de	  las	  proteínas	  biotiniladas	  
endógenas	   (Figura	  70).	  A	  partir	  de	  estas	  condiciones	  experimentales	  en	   las	  que	  se	  
podían	   observar	   de	   forma	   específica	   y	   con	   una	   alta	   sensibilidad	   las	   proteínas	  
modificadas	   por	   AX	   biotinilada,	   se	   deberían	   abordar	   en	   experimentos	   futuros	  
estudios	   detallados	   de	   colocalización	   celular	   con	   marcadores	   de	   compartimentos	  
celulares	  para	  caracterizar	   la	  distribución	  celular	  de	  algunas	  de	   las	  dianas	  celulares	  
de	  la	  AX	  biotinilada.	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Figura	   70:	   Distribución	   celular	   de	   proteínas	   biotiniladas	   en	  macrófagos	   de	   ratón	  
tras	   el	   tratamiento	   con	  AX	   biotinilada.	   Los	  macrófagos	  de	   ratón	   (Raw	  264.7)	   se	   trataron	  
con	   AX	   biotinilada	   a	   0,5	   mg/ml	   durante	   24	   horas.	   Para	   la	   detección	   de	   las	   proteínas	  
modificadas	   con	   AX	   biotinilada	   las	   células	   se	   incubaron	   con	   estreptavidina-­‐AlexaFluor488	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(verde)	   y	   los	   núcleos	   celulares	   se	   tiñeron	   con	   DAPI	   (azul).	   Para	   su	   observación	   al	  
microscopio	  confocal	  de	  fluorescencia	  las	  células	  se	  fijaron	  con	  paraformaldehído	  al	  4%.	  Las	  
imágenes	  mostradas	  corresponden	  a	  proyecciones	  totales	  de	  células.	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1. Valoración	  del	  papel	  de	  los	  determinantes	  menores	  de	  la	  AX	  en	  el	  
diagnóstico	  de	  las	  reacciones	  alérgicas	  inmediatas	  a	  AX	  
Las	   variaciones	   que	   se	   producen	   en	   los	   hábitos	   de	   consumo	   de	   los	  
antibióticos	   a	   lo	   largo	   del	   tiempo	   debido	   a	   la	   aparición	   de	   nuevos	   compuestos	  
farmacológicos	  están	  asociadas	  a	  modificaciones	  en	   los	  patrones	  de	   frecuencia	  de	  
las	  reacciones	  alérgicas	  a	  los	  diferentes	  antibióticos	  BLs.	  El	  determinante	  mayor	  de	  
la	   BP	   conocido	   como	   BPO	   ha	   sido	   durante	  muchos	   años	   la	   estructura	   reconocida	  
principalmente	  por	  los	  anticuerpos	  IgE	  de	  pacientes	  alérgicos	  a	  antibióticos	  BLs	  y	  se	  
sigue	  empleando	  en	  las	  pruebas	  diagnósticas,	  pero	  actualmente	  este	  determinante	  
ya	  no	  es	  el	  más	  relevante	  debido	  al	  descenso	  en	  el	  consumo	  de	   la	  BP	  que	  ha	  sido	  
reemplazada	   progresivamente	   por	   nuevos	   antibióticos	   BLs	   como	   la	   AX	   y	   la	  
combinación	  AX-­‐CLV.	  	  
Como	   consecuencia	   de	   estos	   cambios	   en	   los	   patrones	   de	   sensibilización,	   la	  
sensibilidad	  de	  las	  pruebas	  cutáneas	  realizadas	  con	  los	  determinantes	  de	  la	  BP	  (PPL	  
y	  MDM)	  ha	   disminuido	   con	   el	   transcurso	   del	   tiempo.	   En	   estudios	   realizados	   en	   la	  
población	  española	  se	  ha	  observado	  un	  descenso	  en	  la	  sensibilidad	  de	  estas	  pruebas	  
desde	  el	  77,7%	  al	  42,1%	  y	  al	  22,1%	  (Blanca	  et	  al.,	  1990;	  Torres	  et	  al.,	  2001;	  Blanca	  et	  
al.,	   2007)	   y	   en	   estudios	   realizados	   en	   otros	   países	   se	   han	   observado	   resultados	  
similares	   (Bousquet	   et	   al.,	   2005;	   Ponvert	   et	   al.,	   2007;	   Abuaf	   et	   al.,	   2008).	   La	  
sensibilidad	  de	  las	  pruebas	  cutáneas	  mejoró	  al	  incluir	  la	  AX	  en	  la	  batería	  de	  haptenos	  
empleada	   de	   forma	   rutinaria	   en	   la	   clínica	   por	   lo	   que	   el	   empleo	   de	   la	   AX	   se	  
contempla	  en	  la	  aproximación	  diagnóstica	  recomendada	  por	  el	  grupo	  ENDA	  (Torres	  
et	  al.,	  2003;	  Blanca	  et	  al.,	  2009).	  Sin	  embargo,	  la	  sensibilidad	  de	  estas	  pruebas	  sigue	  
sin	  ser	  óptima	  con	  unos	  valores	  comprendidos	  entre	  el	  50-­‐70%,	  por	  lo	  que	  más	  del	  
30%	   de	   los	   casos	   con	   una	   historia	   clínica	   clara	   de	   reacción	   alérgica	   a	   BLs	   podrían	  
tener	  pruebas	  cutáneas	  con	  resultados	  negativos.	  	  
El	   hecho	   que	   de	   la	   AX	   sea	   actualmente	   el	   fármaco	   involucrado	   con	  mayor	  
frecuencia	   en	   el	   desarrollo	   de	   reacciones	   de	   hipersensibilidad	   mediadas	   por	   un	  
mecanismo	   inmunológico	   definido	   hace	   necesaria	   la	   búsqueda	   de	   nuevos	  
determinantes	   de	   la	   AX	   que	   puedan	   contribuir	   a	   aumentar	   la	   sensibilidad	   de	   las	  
pruebas	  diagnósticas	  y	  a	  mejorar	  el	  diagnóstico	  de	  estos	  pacientes.	  En	  este	  trabajo	  
hemos	  analizado	  la	  relevancia	  del	  uso	  del	  ácido	  amoxiciloico	  y	  de	  la	  dicetopiperacina	  
junto	  con	  la	  AX	  en	  las	  pruebas	  cutáneas	  y	  en	  pruebas	  in	  vitro.	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Observamos	  que	  las	  concentraciones	  empleadas	  en	  las	  pruebas	  cutáneas	  (1,	  5	  
y	   10	  mg/ml)	   no	   eran	   irritantes	   en	   el	   grupo	   control	   y	   eran	   seguras	   en	   el	   grupo	  de	  
pacientes.	  Al	  analizar	   los	   resultados	  obtenidos	  en	   las	  pruebas	  cutáneas	  se	  observó	  
que	   en	   pacientes	   selectivos	   a	   AX	   con	   pruebas	   cutáneas	   previas	   positivas	   a	   AX,	   el	  
81,8%	  de	  los	  casos	  fueron	  positivos	  de	  nuevo	  a	  AX,	  el	  30,3%	  al	  ácido	  amoxiciloico	  y	  
el	  6,1%	  a	  la	  dicetopiperacina.	  El	  motivo	  por	  el	  que	  en	  las	  nuevas	  pruebas	  cutáneas	  
no	   todos	   los	   casos	   tuvieron	   resultados	   positivos	   a	   AX	   se	   atribuye	   al	   intervalo	   de	  
tiempo	   transcurrido	   entre	   la	   evaluación	   diagnóstica	   inicial,	   en	   la	   que	   todos	   los	  
pacientes	  tuvieron	  pruebas	  cutáneas	  positivas,	  y	  la	  realización	  de	  las	  nuevas	  pruebas	  
cutáneas,	  período	  durante	  el	  cual	  los	  resultados	  se	  pudieron	  negativizar	  en	  algunos	  
de	  estos	  pacientes	  selectivos	  (Fernandez	  et	  al.,	  2009).	  En	   los	  casos	  con	  reactividad	  
cruzada	  entre	  penicilinas,	  con	  pruebas	  cutáneas	  positivas	  a	  PPL,	  MDM	  o	  BP,	  el	  50%	  
de	   los	   pacientes	   tuvieron	   resultados	   positivos	   a	   AX,	   el	   44,4%	   positivos	   a	   ácido	  
amoxiciloico	  y	  no	  hubo	  ningún	  caso	  positivo	  a	  dicetopiperacina.	  Finalmente,	  en	  los	  
pacientes	  con	  pruebas	  cutáneas	  negativas	  diagnosticados	  como	  alérgicos	  selectivos	  
a	   AX	   por	   administración	   controlada	   del	   fármaco	   los	   resultados	   siguieron	   siendo	  
negativos	  en	  las	  pruebas	  cutáneas	  realizadas	  con	  los	  nuevos	  determinantes	  menores	  
de	  AX.	  	  
Estos	   resultados	   mostraron	   que	   el	   empleo	   de	   estos	   dos	   nuevos	  
determinantes	   de	   la	   AX	   no	   contribuye	   a	   mejorar	   la	   sensibilidad	   de	   las	   pruebas	  
cutáneas	  porque	  la	  AX	  fue	  la	  estructura	  con	  la	  que	  se	  obtuvieron	  un	  mayor	  número	  
de	   casos	   positivos	   y	   todos	   los	   pacientes	   que	   tuvieron	   resultados	   positivos	   a	   ácido	  
amoxiciloico	  y/o	  a	  dicetopiperacina	  también	  tuvieron	  resultados	  positivos	  a	  AX,	  no	  
aportando	   ninguna	   información	   al	   diagnóstico	   de	   estos	   sujetos.	   Por	   otro	   lado,	   el	  
hecho	  de	  que	  la	  dicetopiperacina	  sea	  una	  sustancia	  ubicua	  presente	  en	  la	  naturaleza	  
y	  que	  también	  es	  producida	  en	  humanos	  (Prakash	  et	  al.,	  2002)	  podría	  haber	  influido	  
en	  la	  baja	  sensibilización	  a	  este	  compuesto	  detectada	  en	  nuestro	  estudio.	  	  
Estos	  hallazgos	  difieren	  de	  aquellos	  previamente	  descritos	  en	  la	  realización	  de	  
pruebas	  cutáneas	  con	  determinantes	  de	  la	  BP	  en	  sujetos	  alérgicos	  a	  penicilinas,	  en	  
los	   que	   el	   uso	   de	   determinantes	  menores	   de	   la	   BP	   aumentaba	   la	   sensibilidad	   de	  
estas	  pruebas	   (Sullivan	  et	  al.,	  1981;	  Mendelson	  et	  al.,	  1984;	  Macy	  et	  al.,	  1997).	  En	  
estos	  estudios,	  el	  5,12%	  de	  los	  pacientes	  tuvieron	  resultados	  positivos	  sólo	  al	  ácido	  
bencilpeniciloico	   (Sullivan	   et	   al.,	   1981)	   y	   el	   14-­‐20%	   a	   la	   mezcla	   de	   ácido	  
bencilpeniciloico	   y	   bencilpeniloico	   (Mendelson	   et	   al.,	   1984;	   Macy	   et	   al.,	   1997).	   A	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pesar	   de	   que	   los	   pacientes	   con	   reactividad	   cruzada	   entre	   penicilinas	   de	   nuestro	  
estudio	  podría	  ser	  equivalente	  a	  los	  sujetos	  incluidos	  en	  estos	  estudios	  previos,	  sus	  
características	   de	   sensibilización	   eran	   diferentes	   porque	   aunque	   todos	   tenían	  
reactividad	  cruzada	  entre	  penicilinas,	  en	  los	  pacientes	  de	  nuestro	  estudio	  la	  AX	  fue	  
probablemente	   el	   fármaco	   sensibilizador	   y	   el	   que	   probablemente	   desencadenó	   la	  
reacción	  alérgica	  mientras	  que	  en	  los	  estudios	  previos	  fue	  la	  BP.	  
Los	   resultados	  obtenidos	  en	  el	   TAB	  y	  en	   los	  ensayos	  de	   inhibición	  del	  RAST	  
con	  el	  ácido	  amoxiciloico	  y	  la	  dicetopiperacina	  coincidieron	  con	  los	  obtenidos	  en	  las	  
pruebas	  cutáneas.	  En	  el	  TAB	   realizado	  sólo	  en	   los	  pacientes	  con	  pruebas	  cutáneas	  
positivas	  se	  obtuvieron	  resultados	  positivos	  a	  AX	  en	  el	  50,9%	  de	   los	  casos,	  a	  ácido	  
amoxiciloico	   en	   el	   29,4%	   y	   a	   dicetopiperacina	   en	   el	   7,8%,	   y	   como	   sucedió	   en	   las	  
pruebas	  cutáneas	  todos	  los	  pacientes	  con	  resultados	  positivos	  a	  ácido	  amoxiciloico	  
y/o	  a	  dicetopiperacina	  eran	   también	  positivos	  a	  AX.	   Los	  estudios	  de	   inhibición	  del	  
RAST	  mostraron	  que	  los	  anticuerpos	  IgE	  específicos	  frente	  a	  AX	  reconocían	  la	  AX	  y	  el	  
ácido	   amoxiciloico,	   si	   bien	   el	   reconocimiento	   de	   la	   AX	   fue	   superior	   al	   del	   ácido	  
amoxiciloico	   en	   los	   pacientes	   selectivos	   y	   en	   todos	   los	   casos	   analizados	   la	  
dicetopiperacina	  no	  era	  reconocida	  de	  forma	  significativa.	  Según	  estos	  resultados,	  el	  
determinante	   antigénico	   que	   reconoce	   principalmente	   los	   anticuerpos	   IgE	  
específicos	  de	  pacientes	  alérgicos	  a	  AX	  está	  constituido	  por	  la	  estructura	  de	  la	  AX	  o	  
de	  otros	  metabolitos	  de	  la	  AX	  diferentes	  al	  ácido	  amoxiciloico	  y	  a	  la	  dicetopiperacina	  
por	  lo	  que	  el	  uso	  de	  estos	  dos	  determinantes	  menores	  no	  mejora	  la	  sensibilidad	  de	  
las	  pruebas	  diagnósticas.	  
2. Estudio	   de	   las	   reacciones	   alérgicas	   inmediatas	   producidas	   por	   la	  
combinación	  AX-­‐CLV	  
En	  los	  últimos	  años	  ha	  aumentado	  el	  número	  de	  pacientes	  que	  acuden	  a	  los	  
servicios	   de	   alergología	   con	   reacciones	   alérgicas	   inmediatas	   tras	   la	   administración	  
de	  AX-­‐CLV,	   posiblemente	   debido	   al	   incremento	  de	   su	   consumo	  en	   la	   sociedad.	   La	  
mayoría	   de	   los	   estudios	   previos	   sugerían	   que	   la	   AX	   era	   la	   responsable	   de	   estas	  
reacciones	  alérgicas	  (Torres	  et	  al.,	  2001;	  Bousquet	  et	  al.,	  2005;	  Ponvert	  et	  al.,	  2007;	  
Bousquet	   et	   al.,	   2008),	   mientras	   que	   sólo	   existían	   algunos	   casos	   en	   los	   que	   se	  
sugería	  que	  el	  CLV	  podría	  ser	  el	  causante	  de	  algunas	  de	  estas	  reacciones	  (Fernandez-­‐
Rivas	  et	  al.,	  1995;	  Cahen	  y	  Wuthrich	  1997;	  Gonzalez	  Mancebo	  et	  al.,	  2002;	  Raison-­‐
Peyron	  et	  al.,	  2003;	  Longo	  et	  al.,	  2008).	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La	  estructura	  química	  del	  CLV	  presenta	  importantes	  diferencias	  con	  respecto	  
al	   grupo	  de	   las	  penicilinas,	   como	   la	  ausencia	  de	  cadena	   lateral	   y	   la	   sustitución	  del	  
anillo	  de	  tiazolidina	  por	  un	  anillo	  de	  oxazolidina.	  Estas	  diferencias	  químicas	  pueden	  
contribuir	  a	  la	  generación	  de	  epítopos	  con	  muy	  poca	  o	  ninguna	  reactividad	  cruzada	  
con	  los	  derivados	  de	  BP	  y	  AX.	  Además,	  el	  metabolismo	  del	  CLV	  es	  diferente	  al	  de	  las	  
penicilinas,	  generando	  productos	  que	  no	  están	  químicamente	  relacionados	  con	   los	  
derivados	  de	   las	  mismas.	  Por	  otro	   lado,	   los	  primeros	  estudios	   sugerían	  que	  el	  CLV	  
tenía	  muy	  poca	  capacidad	  inmunogénica,	  posiblemente	  debido	  a	  que	  la	  interacción	  
de	   su	   anillo	   BL	   con	   los	   grupos	   amino	   de	   proteínas	   generaba	   determinantes	  
antigénicos	   inestables	   (Edwards	   et	   al.,	   1988).	   Todas	   estas	   observaciones	   han	  
contribuido	  a	  que	  se	  asumiera	  que	  en	  las	  reacciones	  alérgicas	  inmediatas	  a	  AX-­‐CLV	  
los	   anticuerpos	   IgE	   estaban	   dirigidos	   principalmente	   frente	   a	   la	   AX	   o	   estructuras	  
derivadas	  de	   la	  misma,	  no	  considerándose	  la	  posible	  capacidad	  antigénica	  del	  CLV.	  
Sin	  embargo,	  con	  el	  aumento	  que	  ha	  experimentado	  en	  los	  últimos	  años	  el	  consumo	  
de	  la	  combinación	  AX-­‐CLV	  ha	  aumentado	  considerablemente	  el	  número	  de	  personas	  
que	   han	   sufrido	   una	   reacción	   alérgica	   inmediata	   tras	   la	   administración	   de	   esta	  
combinación	   pero	   que	   toleran	   hasta	   dosis	   terapéuticas	   la	   AX,	   lo	   que	   ha	   llevado	   a	  
replantearse	   la	   verdadera	   capacidad	   antigénica	   del	   CLV.	   Llegados	   a	   este	   punto,	   la	  
principal	  dificultad	  en	  el	  diagnóstico	  de	  posibles	  respuestas	  inmediatas	  al	  CLV	  es	  la	  
falta	  de	  pruebas	  in	  vivo	  e	  in	  vitro	  específicas	  para	  este	  fármaco.	  	  
En	  nuestro	  estudio	  realizado	  con	  pacientes	  que	  habían	  acudido	  al	  servicio	  de	  
alergología	  por	  haber	  sufrido	  una	  reacción	  adversa	  tras	  la	  administración	  de	  AX-­‐CLV,	  
se	  confirmó	  que	  casi	  el	  30%	  de	  todos	  los	  pacientes	  evaluados	  sufrieron	  una	  reacción	  
alérgica	   inmediata	   a	   AX-­‐CLV.	   Algo	   más	   del	   70%	   de	   estos	   pacientes	   alérgicos	  
confirmados	  se	  diagnosticaron	  a	  partir	  pruebas	  cutáneas	  con	  resultados	  positivos	  y	  
el	   resto	   se	   diagnosticaron	   gracias	   a	   la	   administración	   controlada	   del	   fármaco.	   A	  
partir	  de	  los	  pacientes	  alérgicos	  con	  pruebas	  cutáneas	  positivas	  se	  pudieron	  definir	  3	  
grupos	   en	   función	   del	   determinante	   para	   el	   que	   se	   obtuvieron	   los	   resultados	  
positivos	  en	  las	  pruebas	  cutáneas.	  	  
El	  grupo	  formado	  por	  pacientes	  que	  reconocían	  los	  determinantes	  de	  BP	  sólo	  
representaba	  el	  9%	  de	  los	  pacientes	  con	  pruebas	  cutáneas	  positivas.	  Debido	  a	  que	  el	  
fármaco	   responsable	   de	   la	   reacción	   fue	   la	   combinación	   AX-­‐CLV	   y	   a	   que	   los	  
resultados	  de	   las	  pruebas	  cutáneas	  fueron	  positivos	  a	  diferentes	  determinantes	  de	  
penicilina,	   se	   consideró	   que	   los	   pacientes	   incluidos	   en	   este	   grupo	   presentaban	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reactividad	  cruzada	  con	  los	  diferentes	  determinantes	  de	  las	  penicilinas	  pero	  no	  con	  
el	  CLV,	  como	  se	  esperaba	  por	  las	  características	  de	  la	  estructura	  química	  del	  mismo.	  
Este	   grupo	   estaba	   compuesto	   por	   el	  menor	   número	   de	   pacientes,	   resultados	   que	  
confirmaban	  que	   la	  sensibilización	  frente	  a	  estos	  determinantes	  tiende	  a	  disminuir	  
debido	   a	   que	   la	   BP	   es	   un	   fármaco	   que	   se	   prescribe	   en	   la	   actualidad	   con	   mucha	  
menos	  frecuencia	  que	  la	  AX	  o	  que	  la	  combinación	  AX-­‐CLV	  (Blanca	  et	  al.,	  1990;	  Torres	  
et	  al.,	  2001;	  Bousquet	  et	  al.,	  2005).	  
En	   el	   grupo	   formado	   por	   pacientes	   que	   reconocían	   de	   forma	   específica	   los	  
determinantes	  de	  la	  AX	  se	  incluyeron	  el	  mayor	  número	  de	  casos	  (62%),	  lo	  que	  indica	  
que	  la	  AX	  sigue	  siendo	  el	  hapteno	  que	  induce	  con	  mayor	  frecuencia	  la	  sensibilización	  
de	  pacientes	  a	  antibióticos	  BLs	  (Torres	  et	  al.,	  2001;	  Bousquet	  et	  al.,	  2005;	  Ponvert	  et	  
al.,	  2007;	  Abuaf	  et	  al.,	  2008).	  
El	   grupo	   formado	   por	   aquellos	   pacientes	   que	   reaccionaron	   de	   forma	  
específica	  frente	  al	  CLV	  representaba	  el	  30%	  de	  los	  pacientes	  con	  pruebas	  cutáneas	  
positivas.	   Aunque	   todos	   los	   pacientes	   de	   este	   grupo	   tenían	   pruebas	   cutáneas	  
positivas	   a	   CLV,	   sólo	   el	   62,5%	   de	   esos	   casos	   se	   diagnosticaron	  mediante	   pruebas	  
cutáneas	  positivas	  a	  AX-­‐CLV	  (Figura	  71).	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Figura	   71:	   Pacientes	   diagnosticados	   de	   haber	   sufrido	   una	   reacción	   alérgica	  
inmediata	  a	  AX-­‐CLV	  con	  pruebas	  cutáneas	  positivas.	  	  
	  
La	  sensibilidad	  de	  las	  pruebas	  cutáneas	  con	  determinantes	  de	  antibióticos	  BLs	  
depende	   de	   la	   concentración	   de	   reactivo	   empleada,	   por	   lo	   que	   creemos	   que	   las	  
diferencias	  observadas	  en	  el	  número	  de	  pruebas	  cutáneas	  positivas	  a	  CLV	  y	  AX-­‐CLV	  
están	  relacionadas	  con	  la	  concentración	  de	  CLV	  empleada,	  ya	  que	  en	  la	  combinación	  
AX-­‐CLV	  el	  CLV	  está	  en	  una	  concentración	  5	  veces	  inferior	  a	  la	  de	  la	  AX.	  De	  acuerdo	  
con	   nuestro	   estudio,	   la	   concentración	   óptima	   para	   la	   realización	   de	   las	   pruebas	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cutáneas	  con	  el	  CLV	  es	  20	  mg/ml	  y	  para	  alcanzar	  una	  concentración	  similar	  de	  CLV	  
usando	   la	   combinación	   AX-­‐CLV	   la	   concentración	   de	   AX	   sería	   100	   mg/ml,	   5	   veces	  
superior	   a	   la	   concentración	   máxima	   recomendada,	   lo	   que	   impide	   su	   uso	   por	   la	  
aparición	  de	  resultados	  falsos	  positivos.	  Este	  hecho	  también	  explicaría	  que	  usando	  
solamente	  la	  combinación	  AX-­‐CLV	  no	  se	  hubieran	  podido	  detectar	  un	  mayor	  número	  
de	   casos	   con	  pruebas	   cutáneas	  negativas	  a	  AX	  y	  positivas	  a	  AX-­‐CLV,	   lo	  que	  habría	  
puesto	  de	  manifiesto	  mucho	  antes	  que	  el	  CLV	  era	  el	  responsable	  de	  la	  reacción.	  
Al	  comparar	  los	  3	  grupos	  descritos	  con	  respecto	  a	  la	  edad	  de	  los	  pacientes	  y	  
el	  tiempo	  transcurrido	  entre	  la	  reacción	  y	  el	  estudio	  alergológico,	  sólo	  encontramos	  
diferencias	   significativas	   entre	   la	   edad	   de	   los	   pacientes.	   La	   media	   de	   edad	   más	  
elevada	   correspondía	   al	   grupo	   de	   pacientes	   alérgicos	   a	   determinantes	   de	   BP	   y	   la	  
media	   de	   edad	   inferior	   al	   grupo	   de	   pacientes	   que	   reconocían	   específicamente	   al	  
CLV,	   lo	   que	   indica	   que	   el	   CLV	   induce	   la	   sensibilización	   de	   pacientes	   más	   jóvenes	  
porque	   es	   la	   estructura	   BL	   que	   se	   ha	   incorporado	   más	   recientemente	   en	   el	  
tratamiento	  antibiótico	  de	  pacientes.	  
El	   patrón	   de	   respuesta	   observado	   en	   los	   estudios	   del	   TAB	   confirmó	   la	  
existencia	   de	   estos	   3	   grupos,	   con	   pacientes	   que	   reconocían	   determinantes	   de	   las	  
penicilinas,	  determinantes	  específicos	  de	  la	  AX	  y	  determinantes	  específicos	  del	  CLV.	  
Debido	  a	  que	  a	  la	  activación	  de	  los	  basófilos	  podría	  ser	  inducida	  por	  mecanismos	  no	  
mediados	  por	  IgE	  ya	  que	  en	  la	  actualidad	  no	  se	  dispone	  de	  métodos	  in	  vitro	  para	  la	  
detección	   de	   IgE	   específica	   a	   CLV,	   tratamos	   de	   confirmar	   que	   se	   trataba	   de	   una	  
respuesta	  mediada	  por	  anticuerpos	  IgE	  inhibiendo	  la	  activación	  de	  los	  basófilos	  con	  
la	  WTM,	  un	   inhibidor	  de	   la	  PI3-­‐K.	  La	  PI3-­‐K	  es	  una	  de	   las	  quinasas	  más	   importantes	  
activadas	  por	  el	  receptor	  FcεRI	  (de	  ata	  afinidad)	  y	  está	  implicada	  en	  la	  regulación	  de	  
la	   liberación	   de	   histamina	   (Miura	   y	   MacGlashan,	   2000)	   (Figura	   72).	   Aunque	   la	  
inhibición	  de	  la	  PI3-­‐K	  con	  WTM	  puede	  también	  inhibir	  la	  activación	  de	  los	  basófilos	  
mediada	  por	  IL-­‐3	  y	  GM-­‐CSF,	  estas	  citoquinas	  no	  son	  capaces	  de	  inducir	  la	  expresión	  
de	  CD63	  en	  superficie.	  Los	  resultados	  de	  la	  inhibición	  del	  TAB	  con	  WTM	  en	  pacientes	  
con	   un	   TAB	   positivo	   a	   CLV	  mostraron	   una	   clara	   inhibición	   en	   la	   activación	   de	   los	  
basófilos	   tras	   el	   uso	   de	   la	  WTM	   como	   consecuencia	   de	   la	   inhibición	   de	   la	   vía	   de	  
activación	   de	   los	   basófilos	   mediada	   por	   IgE,	   ya	   que	   se	   observó	   inhibición	   de	   la	  
activación	  en	  el	  control	  positivo	  con	  anti-­‐IgE	  y	  en	  cambio	  no	  se	  produjo	  inhibición	  de	  
la	  activación	  en	  el	  control	  positivo	  con	  fMLP	  que	  activa	  a	  los	  basófilos	  por	  una	  vía	  no	  
mediada	  por	  IgE.	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Figura	   72:	   Esquema	   propuesto	   para	   el	   mecanismo	   de	   señal	   de	   transducción	  
asociada	   con	   la	   activación	   de	   basófilos	   por	   anti-­‐IgE,	   IL-­‐3	   y	   GM-­‐CSF.	  Después	   de	   que	  un	  
anticuerpo	  anti-­‐IgE	  se	  una	  a	  dos	  molécula	  de	  IgE	  unidas	  a	  sus	  receptores	  expresados	  en	  la	  
superficie	  celular	  de	  los	  basófilos	  (FcεRI)	  o	  la	  IL-­‐3	  y	  la	  GM-­‐CSF	  se	  unan	  a	  sus	  receptores	  de	  
membrana,	  la	  activación	  tirosina	  quinasa	  (TK)	  conduce	  a	  la	  fosforilación	  de	  los	  residuos	  de	  
tirosina	  y	  a	  la	  activación	  de	  la	  fosfolipasa	  Cγ	  (PLCγ),	  con	  la	  hidrólisis	  de	  la	  fosfatidilinositol-­‐
4,5-­‐bis-­‐fosfato	   (PIP2)	   y	   la	   generación	   de	   1,2-­‐diacilglicerol	   (1,2-­‐DG).	   El	   siguiente	   paso	   es	   la	  
activación	   de	   PI3-­‐K,	   con	   el	   consiguiente	   aumento	   en	   la	   concentración	   intracelular	   de	  
inositol-­‐1,4,5-­‐trifosfato	   (IP3).	   Estas	   moléculas	   actúan	   como	   segundos	   mensajeros	   y	  
provocan	  la	  liberación	  de	  Ca2+	  desde	  los	  compartimentos	  intracelulares	  y	  la	  activación	  de	  la	  
proteína	  quinasa	  C	  (PKC).	  La	  movilización	  de	  Ca2+	  desde	  los	  compartimentos	   intracelulares	  
provoca	  la	  entrada	  desde	  el	  espacio	  extracelular	  y	  la	  liberación	  de	  gránulos	  citoplasmáticos	  
que	   contienen	   histamina.	   Ciertas	   observaciones	   experimentales	   indican	   que	   el	   papel	  
degranulatorio	  de	  la	  PKC	  en	  la	  activación	  de	  basófilos	   inducida	  por	  anti-­‐IgE,	   IL-­‐3	  y	  GM-­‐CSF	  
es	  poco	  probable.	  Imagen	  tomada	  de	  Tedeschi	  et	  al.,	  2000.	  
Además,	  pudimos	  observar	  una	  negativización	  del	  TAB	  a	   lo	   largo	  del	  tiempo	  
en	   pacientes	   a	   los	   que	   se	   les	   hizo	   un	   estudio	   seriado,	   lo	   que	   coincide	   con	   la	  
naturaleza	  de	  las	  reacciones	  mediadas	  por	  IgE	  frente	  a	  estructuras	  BLs,	  para	  las	  que	  
se	  ha	  podido	  comprobar	  que	  existe	  una	  tendencia	  a	  la	  negativización	  debido	  a	  que	  
los	  niveles	  elevados	  de	   IgE	  persisten	  en	  el	  organismo	  durante	  un	  corto	  período	  de	  	  
tiempo	  en	  comparación	  con	  los	  de	  IgG	  (Dessein	  et	  al.,	  1980)	  y	  esta	  tendencia	  es	  más	  
pronunciada	   en	   aquellos	   pacientes	   con	   una	   reacción	   selectiva	   a	   un	   fármaco	   en	  
comparación	   con	   los	   no	   selectivos	   (Posadas	   et	   al.,	   1997;	   Blanca	   et	   al.,	   1999;	  
Fernandez	   et	   al.,	   2009).	   Por	   tanto,	   aunque	   no	   hemos	   podido	   detectar	   de	   forma	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directa	   anticuerpos	   IgE	   específicos	   frente	   a	   CLV	   mediante	   radioinmunoensayo,	  
consideramos	  que	   los	   resultados	  obtenidos	  en	   la	   inhibición	  del	  TAB	  con	  WTM	  y	   la	  
negativización	   de	   la	   respuesta	   a	   lo	   largo	   del	   tiempo	   apoyan	   la	   existencia	   de	   una	  
respuesta	  mediada	  por	  IgE.	  
Hasta	  el	  momento	  se	  desconoce	   la	  estructura	  química	  derivada	  del	  CLV	  que	  
es	   reconocida	   por	   los	   anticuerpos	   IgE,	   pero	   se	   sabe que	   se	   pueden	   generar	  
productos	  estables	  a	  partir	  de	  un	  intermediario	  resultado	  de	  la	  apertura	  del	  anillo	  BL	  
y	  de	   la	  oxazolidina	  (Finn	  et	  al.,	  1984)	  mediante	  un	  mecanismo	  similar	  al	  que	  se	  ha	  
postulado	  en	   la	   formación	  de	  aductos	  con	  betalactamasas	   (Tremblay	  et	  al.,	  2008),	  
pudiendo	   ser	   estos	   productos	   los	   candidatos	   implicados	   en	   la	   sensibilización	   y	  
reconocimiento	   por	   la	   IgE	   de	   pacientes	   con	   reacciones	   selectivas	   y	   que	   se	   deben	  
incluir	  en	  futuros	  ensayos	  (Figura	  73).	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Figura	  73:	  Estructura	  química	  y	  formación	  de	  determinante	  del	  CLV.	  
	  
3. Estudio	  del	  papel	  de	  proteínas	   séricas	  y	   celulares	  en	   la	   formación	  
de	  los	  determinantes	  antigénicos	  reconocidos	  por	  el	  SI	  
No	  se	  conocen	  bien	  las	  bases	  moleculares	  y	  los	  mecanismos	  implicados	  en	  el	  
desarrollo	   de	   las	   reacciones	   de	   hipersensibilidad	   a	   fármacos,	   por	   lo	   que	   es	  
imprescindible	   profundizar	   en	   este	   punto	   con	   una	   aproximación	   multidisciplinar	  
para	  lograr	  una	  mejor	  compresión	  del	  proceso	  y	  así	  poder	  mejorar	  en	  un	  futuro	  las	  
técnicas	  diagnósticas	  y	  el	  análisis	  de	  sus	  resultados.	  
Se	  han	  postulado	  varias	  hipótesis	  para	  explicar	  el	  mecanismo	  por	  el	  que	   los	  
fármacos	   son	   capaces	   de	   inducir	   una	   respuesta	   inmunológica,	   pero	   el	   modelo	  
tradicionalmente	  aceptado	  por	   la	   comunidad	  científica	  es	   la	  hipótesis	  del	  hapteno	  
propuesta	  por	  Landsteiner	  en	  1935	   (Landsteiner	  y	   Jacobs,	  1935)	  que	  se	  basa	  en	  el	  
concepto	   de	   que	   los	   fármacos	   y	   sus	   metabolitos	   son	   estructuras	   hapténicas	   que	  
necesitan	   unirse	   covalententemente	   a	   macromoléculas	   portadoras	   para	   poder	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estimular	  el	  SI.	  Según	  este	  modelo,	  cuando	  se	  administra	  un	  fármaco	  se	  produce	  la	  
modificación	  de	  proteínas	  endógenas	  y	  los	  aductos	  fármaco-­‐proteína	  generados	  son	  
los	   responsables	  de	   la	  estimulación	  del	   SI	   (Landsteiner	   y	   Jacobs,	   1935;	  Park	  et	  al.,	  
1998;	  Lavergne	  et	  al.,	  2008;),	  por	  lo	  que	  el	  proceso	  de	  haptenización	  sería	  clave	  en	  la	  
patogénesis	   de	   las	   reacciones	  de	  hipersensibilidad	   (Levine	   y	   Fellner,	   1965;	   Park	  et	  
al.,	   1998;	   Pichler	   et	   al.,	   1998).	   Sin	   embargo,	   hasta	   el	   momento	   no	   se	   conoce	   la	  
naturaleza	   de	   todas	   las	   proteínas	   que	   pueden	   intervenir	   en	   el	   proceso	   de	  
haptenización	  ni	  la	  relevancia	  que	  tienen	  en	  el	  desarrollo	  de	  las	  reacciones	  alérgicas.	  	  
Se	   sabe	   que	   muchos	   de	   los	   fármacos	   que	   inducen	   reacciones	   de	  
hipersensibilidad	   con	   una	   alta	   prevalencia	   tienen	   capacidad	   de	   formar	   aductos	  
covalentes	  con	  proteínas	  y	  existen	  estudios	  que	  han	  demostrado	  que	   los	  fármacos	  
inducen	   la	   activación	   de	   las	   células	   T	   por	   modificación	   covalente	   de	   proteínas	  
(Brander	  et	  al.,	   1995;	  Padovan	  et	  al.,	   1996;	  Padovan	  et	  al.,	   1997;	  Castrejon	  et	  al.,	  
2010;	  Elsheikh	  et	  al.,	  2010),	  pero	  la	  falta	  de	  métodos	  bioanalíticos	  suficientemente	  
sensibles	   para	   caracterizar	   los	   aductos	   generados	   y	   la	   escasez	   de	   estudios	   que	  
determinen	   las	   características	   químicas	   de	   la	   unión	   de	   fármacos	   a	   proteínas	   en	  
pacientes	  sometidos	  a	  un	   tratamiento	   farmacológico	  dificulta	   la	  caracterización	  de	  
los	   aductos	   antigénicos	   y	   el	   análisis	   de	   su	   capacidad	   inmunogénica.	   Debido	   a	   que	  
hasta	   el	   momento	   no	   se	   ha	   podido	   dilucidar	   con	   exactitud	   el	   mecanismo	   de	  
haptenización	   en	   el	   contexto	   de	   las	   reacciones	   de	   hipersensibilidad	   a	   fármacos,	  
algunos	   científicos	   han	   cuestionado	   el	   modelo	   de	   la	   hipótesis	   del	   hapteno	   y	   han	  
propuesto	   otros	  modelos	   como	   el	   “p-­‐i	   concept”,	   respaldado	   por	   algunos	   estudios	  
que	  han	  demostrado	  que	  hay	  fármacos	  que	  pueden	  activar	  las	  células	  T	  a	  través	  de	  
interacciones	  no	  covalentes	  (Schnyder	  et	  al.,	  1997;	  Schnyder	  et	  al.	  2000;	  Burkhart	  et	  
al.,	  2001;	  Hashizume	  et	  al.,	  2002;	  Farrell	  et	  al.,	  2003;	  Naisbitt	  et	  al.,	  2003b;	  Nassif	  et	  
al.,	  2004;	  Depta	  et	  al.,	  2004;	  Keller	  et	  al.,	  2010).	  	  
Con	  el	  fin	  de	  contribuir	  a	  lograr	  una	  caracterización	  detallada	  del	  proceso	  de	  
haptenización	   por	   fármacos	   y	   a	   evaluar	   su	   relevancia	   en	   el	   desarrollo	   de	   las	  
reacciones	   alérgicas	   inmediatas	   a	   antibióticos	   BLs,	   en	   el	   presente	   trabajo	   se	   ha	  
analizado	  el	  papel	  que	  desempeñan	  varias	  estructuras	  portadoras	  conjugadas	  a	  AX	  
en	  el	  reconocimiento	  por	  los	  anticuerpos	  IgE	  específicos	  de	  pacientes	  alérgicos	  a	  AX	  
y	   se	   ha	   comenzado	   a	   optimizar	   diferentes	   herramientas	   que	   nos	   permitan	  
profundizar	   en	   la	   detección,	   identificación	   y	   caracterización	   de	   las	   proteínas	  
candidatas	  a	  intervenir	  en	  los	  procesos	  de	  haptenización.	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3.1. Identificación	  de	  los	  patrones	  de	  reconocimiento	  de	  los	  anticuerpos	  
IgE	  específicos	  de	  pacientes	  alérgicos	  a	  AX	  	  
En	  una	  primera	  aproximación	  para	  estudiar	  la	  relevancia	  de	  la	  naturaleza	  de	  
las	   proteínas	   haptenizadas	   en	   la	   conformación	   del	   determinante	   antigénico,	   se	  
analizó	  mediante	  ensayos	  de	   inhibición	  del	  RAST	  el	  reconocimiento	  de	  anticuerpos	  
IgE	  específicos	  de	  pacientes	  alérgicos	  a	   la	  AX	  frente	  a	  diferentes	  aductos	  formados	  
por	  AX	  conjugada	  a	  varias	  moléculas	  portadoras	  (HSA,	  PLL	  y	  BA),	  a	  derivados	  de	   la	  
AX	  como	  el	   ácido	  amoxiciloico	  y	  a	   la	  AX	   sin	   conjugar	  previamente	  a	  una	  molécula	  
portadora.	   A	   partir	   de	   este	   estudio	   se	   pudieron	   diferenciar	   principalmente	   2	  
patrones	   de	   reconocimiento	   asociados	   a	   2	   grupos	   de	   pacientes,	   de	   este	   modo	  
observamos	   que	   los	   pacientes	   alérgicos	   selectivos	   a	   la	   AX	   reconocían	  mejor	   la	   AX	  
cuando	  se	  empleaba	  como	   inhibidor	  sin	  conjugar	  previamente	  a	  ninguna	  molécula	  
portadora	   con	   respecto	   al	   resto	   de	   estructuras	   analizadas,	   y	   que	   los	   pacientes	  
alérgicos	   con	   reactividad	   cruzada	   entre	   penicilinas	   reconocían	   de	   forma	   similar	   o	  
peor	   la	  AX	  sin	  conjugar	  previamente	  a	  ninguna	  estructura	  que	  la	  conjugada	  a	  HSA,	  
PLL	  y	  BA,	  con	  un	  menor	  reconocimiento	  del	  ácido	  amoxiciloico.	  	  
En	   los	   pacientes	   selectivos	   a	   AX	   la	   unión	   y	   la	   naturaleza	   de	   la	   molécula	  
portadora	   influía	   en	   el	   reconocimiento	   de	   la	   AX	   por	   la	   IgE.	   Aunque	   la	   estructura	  
principalmente	  reconocida	  por	  estos	  pacientes	  era	  la	  AX	  sin	  conjugar	  previamente	  a	  
una	  molécula	  portadora,	  en	  los	  ensayos	  de	  inhibición	  del	  RAST	  la	  AX	  se	  puede	  unir	  a	  
proteínas	  séricas	  durante	  su	  incubación	  con	  el	  suero	  y	  es	  posible	  que	  una	  o	  varias	  de	  
estas	   proteínas	   modificadas	   por	   AX	   constituyan	   la	   estructura	   macromolecular	  
reconocida	   por	   la	   IgE	   de	   estos	   pacientes.	   Entre	   las	   proteínas	   séricas	   que	   podrían	  
estar	   contribuyendo	  a	  un	  mejor	   reconocimiento	  de	   la	  AX	   se	  debe	   incluir	   la	  HSA	  a	  
pesar	  de	  que	  en	  el	  ensayo	  ya	  se	  incluyera	  AX	  conjugada	  a	  HSA	  porque	  en	  este	  último	  
caso	  se	  trató	  de	  una	  modificación	  exhaustiva	  utilizando	  altas	  concentraciones	  de	  AX	  
(relación	  molar	  HSA:AX	  de	  1:1800)	  y	  en	  un	  medio	  alcalino,	  por	  lo	  que	  el	  número	  y	  la	  
distribución	  de	  las	  moléculas	  de	  AX	  unidas	  a	  la	  HSA	  podría	  ser	  diferente	  así	  como	  las	  
propiedades	   inmunogénicas	  del	  aducto	  generado	  con	  respecto	  al	  formado	  durante	  
el	  ensayo	  de	   inhibición	  a	  concentraciones	   inferiores	  de	  AX	   (relación	  molar	  HSA:AX	  
de	   1:4,45;	   1:44,5	   y	   1:445),	   a	   pH	   neutro	   y	   en	   presencia	   del	   resto	   de	   proteínas	   y	  
componentes	   séricos.	  El	  ácido	  amoxiciloico	   también	  se	  usó	  sin	  conjugar	  a	  ninguna	  
estructura,	   pero	   durante	   el	   ensayo	   de	   inhibición	   no	   es	   posible	   que	   se	   una	  
covalentemente	  a	  proteínas	  séricas	  mediante	  el	  ataque	  nucleofílico	  del	  grupo	  amino	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de	   la	   proteína	   al	   anillo	   BL	   porque	   en	   el	   ácido	   amoxiciloico	   la	   betalactama	   ya	   está	  
abierta,	   y	   no	   es	   probable	   la	   unión	   a	   proteínas	   a	   través	   del	   resto	   de	   grupos	  
funcionales	  en	  las	  condiciones	  en	  las	  que	  se	  realiza	  la	  inhibición	  del	  RAST.	  	  
Por	   el	   contrario,	   en	   los	   pacientes	   con	   reactividad	   cruzada	   entre	   penicilinas	  
parecía	   que	   el	   reconocimiento	   de	   la	   AX	   era	   independiente	   de	   la	   naturaleza	   de	   la	  
molécula	  portadora.	  El	  hecho	  de	  que	  el	  ácido	  amoxiciloico	  en	  general	  se	  reconociera	  
peor	   que	   la	   AX	   conjugada	   a	   moléculas	   portadoras	   y	   que	   la	   AX	   sin	   conjugar	  
previamente	  pero	  con	  posibilidad	  de	  unirse	  a	  proteínas	  séricas	  durante	  el	  ensayo	  de	  
inhibición,	  refuerza	  la	  idea	  de	  la	  necesidad	  de	  que	  la	  AX	  esté	  unida	  a	  una	  molécula	  
portadora	  para	  que	  su	  reconocimiento	  por	  el	  SI	  sea	  óptimo,	  independientemente	  de	  
las	  características	  de	  la	  molécula	  portadora.	  
A	   partir	   de	   esta	   observación	   tratamos	   de	   determinar	   si	   existían	   diferencias	  
entre	  las	  proteínas	  séricas	  haptenizadas	  por	  AX	  durante	  los	  ensayos	  de	  inhibición	  del	  
RAST	   entre	   pacientes	   selectivos	   a	   AX,	   con	   reactividad	   cruzada	   entre	   penicilinas	   y	  
controles	   sanos	   no	   alérgicos.	   Los	   resultados	   obtenidos	   tras	   el	   análisis	   de	   las	  
muestras	   por	   electroforesis	   monodimensional	   y	   Western	   blot	   mostró	   que	   las	  
proteínas	   haptenizadas	   eran	   las	   mismas	   en	   los	   3	   casos.	   Estos	   resultados	   parecen	  
indicar	   que	   las	   proteínas	   séricas	   modificadas	   in	   vitro	   por	   AX	   son	   las	   mismas	   en	  
cualquier	  individuo	  y	  que	  la	  existencia	  de	  2	  patrones	  de	  reconocimiento	  en	  función	  
de	   que	   se	   trate	   de	   pacientes	   selectivos	   o	   con	   reactividad	   cruzada	   debe	   estar	  
relacionada	   con	   la	   estructura	   antigénica	   reconocida	   por	   la	   IgE	   anti-­‐AX	   de	   los	  
pacientes	  independientemente	  de	  la	  naturaleza	  de	  la	  proteína	  portadora.	  	  
En	   los	   pacientes	   selectivos	   a	   AX,	   cuya	   IgE	   específica	   está	   dirigida	   contra	   la	  
cadena	   lateral,	   es	   necesario	   que	   la	   cadena	   lateral	   de	   la	   AX	   esté	   conservada	   y	  
expuesta	  a	  la	  IgE	  en	  los	  aductos	  formados	  con	  moléculas	  portadoras	  y	  es	  posible	  que	  
los	  aductos	  que	  se	   forman	  durante	  el	  ensayo	  de	   inhibición	  sean	  más	   relevantes	  al	  
generarse	   en	   unas	   condiciones	   más	   cercanas	   a	   las	   condiciones	   fisiológicas	   con	  
respecto	   a	   los	   aductos	   empleados	   como	   inhibidores	   que	   se	   obtuvieron	   en	  
condiciones	  de	  pH	  y	  de	  concentración	  de	  fármaco	  muy	  diferentes	  a	   las	   fisiológicas	  
para	  conseguir	  una	  modificación	  exhaustiva	  de	  la	  molécula	  portadora.	  	  
En	   el	   caso	   de	   los	   pacientes	   con	   reactividad	   cruzada	   entre	   penicilinas	   sus	  
anticuerpos	   IgE	  anti-­‐AX	  reconocen	  una	  estructura	  común	  de	   las	  penicilinas	  y	  no	  es	  
relevante	  que	  la	  cadena	  lateral	  del	  fármaco	  quede	  expuesta	  en	  la	  conformación	  final	  
del	  aducto,	  lo	  que	  explicaría	  que	  no	  se	  observaran	  diferencias	  en	  el	  reconocimiento	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de	   las	   estructuras	   generadas	   en	   condiciones	   de	   modificación	   exhaustiva	   con	  
respecto	  a	  las	  obtenidas	  en	  el	  transcurso	  del	  ensayo	  de	  inhibición.	  	  
3.2. Obtención	  de	  herramientas	  para	  la	  detección	  de	  proteínas	  séricas	  y	  
celulares	  modificadas	  por	  AX	  
Para	  mejorar	  la	  comprensión	  y	  el	  análisis	  de	  los	  resultados	  observados	  en	  los	  
ensayos	  realizados	  con	  muestras	  de	  pacientes	  se	  ha	  analizado	  la	  utilidad	  de	  nuevas	  
herramientas	  para	  la	  detección,	  identificación	  y	  caracterización	  de	  dianas	  proteicas	  
séricas	  y	  celulares	  de	  la	  AX	  candidatas	  a	  intervenir	  en	  los	  procesos	  de	  haptenización	  
y	   así	   poder	   realizar	   posteriormente	   un	   estudio	   detallado	   sobre	   la	   implicación	   y	   la	  
relevancia	  de	  las	  mismas	  en	  el	  desarrollo	  de	  las	  respuestas	  alérgicas	  a	  fármacos.	  	  
Los	   métodos	   inmunológicos	   se	   han	   usado	   previamente	   en	   la	   detección	   de	  
aductos	  de	  proteínas	  y	  antibióticos	  BLs	   (Magi	  et	  al.,	   1995;	  Carey	  y	  van	  Pelt,	  2005;	  
Meng	   et	   al.,	   2011;	  Whitaker	   et	   al.,	   2011),	   y	   en	   este	   trabajo	   se	   ha	   optimizado	   un	  
sistema	   de	   detección	   inmunológica	   empleando	   anticuerpos	  monoclonales	   anti-­‐AX	  
desarrollados	  por	  nuestro	  grupo	  de	  investigación	  dirigidos	  frente	  a	  distintas	  regiones	  
de	   la	   molécula	   de	   AX	   y	   que	   habían	   sido	   caracterizados	   previamente	   mediante	  
ensayos	  de	  competición	  de	  ELISA	  (Mayorga	  et	  al.,	  1995).	  Tras	  evaluar	  su	  capacidad	  
para	   detectar	  HSA	  modificada	   in	   vitro	   por	  AX	  mediante	  Western	   blot	   observamos	  
señal	   inmunorreactiva	   con	   los	   anticuerpos	  AO3.2	   y	  AO19.1.	   Estos	   dos	   anticuerpos	  
son	   selectivos	   frente	   a	   la	  molécula	   completa	  de	   la	  AX,	   se	  han	  generado	   contra	   su	  
cadena	   lateral	   pero	   necesitan	   la	   presencia	   de	   la	   molécula	   completa	   para	   que	   el	  
reconocimiento	   sea	   óptimo.	   Concretamente,	   con	   el	   anticuerpo	   AO3.2	   se	   pudo	  
detectar	  señal	   inmunorreactiva	  con	  aductos	  de	  HSA-­‐AX	  generados	  en	  presencia	  de	  
concentraciones	   de	   AX	   comprendidas	   entre	   los	   niveles	   de	   concentración	   que	   se	  
pueden	   alcanzar	   in	   vivo	   tras	   la	   administración	   del	   fármaco	   (Serrano	   et	   al.	   1989;	  
Hoizey	  et	  al.	  2002,)	  por	   lo	  que	  este	  procedimiento	  es	  de	  alta	   sensibilidad	  y	  puede	  
ayudar	  a	  la	  detección	  de	  aductos	  generados	  in	  vivo.	  La	  HSA	  tiene	  una	  vida	  media	  de	  
28-­‐36	   días	   lo	   que	   permitiría	   que	   esta	   proteína	   modificada	   por	   fármacos	   se	  
acumulara	  a	   lo	   largo	  del	   tratamiento	  con	  el	  antibiótico,	   favoreciendo	  su	  detección	  
inmunológica	  a	  pesar	  de	  que	  su	  vida	  media	  disminuyera	  al	  formar	  aductos	  con	  otras	  
moléculas	  (Kitteringham	  et	  al.,	  1985).	  	  
Sin	   embargo	   con	   el	   resto	   de	   anticuerpos	   anti-­‐AX	   empleados	   en	   el	  Western	  
blot	   no	   se	   pudieron	   detectar	   los	   aductos	   generados	   in	   vitro.	   Estos	   anticuerpos	   se	  
han	   generado	   contra	   la	   cadena	   lateral	   de	   la	   AX	   y	   reaccionan	   fundamentamente	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frente	  al	  grupo	  hidroxilo	  y	  amino	  de	  su	  cadena	   lateral	   (AO18.2	  y	  AO24.1)	  o	  se	  han	  
desarrollado	   frente	   a	   la	   cadena	   lateral	   de	   la	   AX	   pero	   con	   una	   alta	   reactividad	  
cruzada	   entre	   las	   cadenas	   laterales	   de	   diferentes	   penicilinas	   (AO14.1).	   Es	   posible	  
que	   esta	   diferencia	   en	   el	   reconocimiento	   con	   respecto	   a	   los	   anticuerpos	   AO3.2	   y	  
AO19.1	   sea	   la	   que	   determine	   la	   capacidad	   de	   detección	   de	   aductos	   con	   AX	   en	  
Western	  blot,	  al	  menos	  en	  el	  caso	  de	  la	  HSA,	  sin	  olvidar	  que	  en	  el	  Western	  blot	  los	  
anticuerpos	  monoclonales	  reconocen	  la	  AX	  unida	  a	  una	  proteína	  desnaturalizada,	  no	  
en	  condiciones	  nativa	  como	  sucede	  en	  los	  radioinmunoensayos	  con	  los	  anticuerpos	  
IgE	  de	  pacientes	  alérgicos.	  Además	  se	  ha	  comprobado	  que	  en	  este	  tipo	  de	  ensayos	  la	  
sensibilidad	  del	  anticuerpo	  AO3.2	  en	  cuanto	  a	  la	  detección	  de	  AX	  es	  superior	  a	  la	  del	  
anticuerpo	   monoclonal	   comercial	   antipenicilina	   que	   se	   ha	   empleado	   en	   otros	  
estudios	  (Meng	  et	  al.,	  2011;	  Whitaker	  et	  al.,	  2011).	  
Con	  respecto	  al	  uso	  de	  la	  AX	  biotinilada	  como	  herramienta	  para	  la	  detección	  
e	   identificación	   de	   nuevas	   dianas	   séricas	   y	   celulares,	   este	   reactivo	   puede	   ser	   útil	  
para	  realizar	  una	  selección	  preliminar	  de	  posibles	  proteínas	  candidatas	  al	  aumentar	  
la	   sensibilidad	   de	   detección	   mediante	   Western	   blot	   o	   de	   la	   visualización	   de	   su	  
distribución	   celular	   mediante	   microscopía	   de	   fluorescencia.	   Además	   puede	  
contribuir	   a	   enriquecer	   de	   un	   modo	   sencillo	   muestras	   complejas	   que	   contengan	  
proteínas	  modificadas	  por	  AX	  biotilinada,	  pudiendo	  lograr	  la	  detección	  de	  proteínas	  
que	   estén	   en	   baja	   proporción	   en	   estas	   muestras	   o	   que	   presenten	   un	   grado	   de	  
modificación	  bajo.	  Hay	  que	  tener	  presente	  que	  los	  resultados	  que	  se	  obtengan	  con	  
la	  AX	  biotinilada	  deben	  ser	  confirmados	  posteriormente	  con	  AX,	  ya	  que	  la	  unión	  de	  
la	  biotina	  a	  nivel	  de	   la	   cadena	   lateral	  de	   la	  AX	  y	   las	  diferencias	  de	  peso	  molecular	  
entre	   la	  AX	  y	   la	  AX	  biotinilada	  pueden	  afectar	  a	   la	  modificación	  de	   las	  proteínas,	  y	  
puede	  ocurrir	  que	  el	  número	  y	  la	  distribución	  de	  los	  residuos	  modificados	  o	  incluso	  
la	   conformación	   final	   de	   la	   proteína	   modificada	   sean	   diferentes.	   De	   hecho,	   en	  
estudios	  de	   reconocimiento	  del	   fármaco	  por	  anticuerpos	  que	   reconocen	  de	   forma	  
selectiva	  a	   la	  AX,	   como	  el	   anticuerpo	  monoclonal	   anti-­‐AX	  AO3.2	  o	  anticuerpos	   IgE	  
específicos	   de	   pacientes	   selectivos	   a	   AX,	   no	   se	   puede	   emplear	   la	   AX	   biotinilada	  
porque	   la	  biotina	  dificulta	  el	   reconocimiento	  de	   la	  AX	  debido	  a	   la	   relevancia	  de	   la	  
estructura	  de	  la	  cadena	  lateral	  en	  la	  unión	  de	  estos	  anticuerpos.	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3.3. Identificación	  de	  dianas	  séricas	  y	  caracterización	  de	  la	  modificación	  
in	  vitro	  de	  HSA	  por	  AX	  
Aunque	   ya	   se	   han	   usado	   métodos	   inmunológicos	   para	   la	   detección	   de	  
aductos	  de	  proteínas	  y	  antibióticos	  BLs	   (Carey	  y	  van	  Pelt	  2005;	  Meng	  et	  al.,	  2011;	  
Whitaker	   et	   al.,	   2011),	   y	   se	   han	   identificado	   a	   la	   HSA	   y	   a	   la	   transferrina	   como	  
proteínas	   diana	   para	   la	   AMP	   (Magi	   et	   al.,	   1995),	   la	   alta	   sensibilidad	   de	   detección	  
lograda	   con	   el	   anticuerpo	   monoclonal	   anti-­‐AX	   AO3.2	   puede	   contribuir	   a	   la	  
identificación	  de	  nuevas	  dianas	  proteicas	  del	  proceso	  haptenización	  por	  AX.	  	  
Con	   aproximaciones	   inmunológicas	   y	   proteómicas	   hemos	   identificado	  
proteínas	  séricas	  haptenizadas	   in	  vitro	   con	  AX.	  Nuestros	  resultados	  mostraron	  que	  
además	  de	  la	  HSA	  otras	  proteínas	  séricas,	  como	  varias	  isoformas	  de	  la	  transferrina	  y	  
las	  cadenas	  pesadas	  y	  ligeras	  de	  las	  Igs	  eran	  modificadas	  por	  la	  AX,	  siendo	  necesarios	  
más	  estudios	  centrados	  en	   la	  posible	   implicación	  de	  estos	  aductos	  en	   la	   respuesta	  
inmunológica.	  Concretamente	  se	  debe	  considerar	  la	  modificación	  de	  las	  Igs	  por	  la	  AX	  
en	  el	  contexto	  de	  la	  respuesta	  inmunológica	  y	  en	  la	  interpretación	  de	  los	  resultados	  
de	  los	  inmunoensayos.	  	  
Para	   lograr	   mejorar	   la	   sensibilidad	   de	   las	   pruebas	   diagnósticas	   se	   debe	  
considerar	   la	   identidad	   de	   estas	   proteínas	   identificadas	   y	   las	   características	   de	   su	  
modificación.	   Hemos	   podido	   observar	   que	   el	   grado	   de	   modificación	   por	   AX	   es	  
específico	  de	  cada	  proteína,	  por	  ejemplo	  si	  considerábamos	  en	  nuestros	  ensayos	  la	  
concentración	   en	   plasma	   de	   la	   proteína	   modificada	   con	   respecto	   a	   la	   señal	  
inmunorreactiva	  detectada,	  el	  grado	  de	  modificación	  de	   la	  transferrina	  (2-­‐4	  mg/ml	  
en	  plasma)	   fue	  unas	  10	  veces	  superior	  al	  de	   la	  HSA	   (35-­‐50	  mg/ml	  en	  plasma).	  Por	  
tanto,	  aunque	   la	  HSA	  es	   la	  proteína	  plasmática	  más	  abundante,	   los	  aductos	  de	  AX	  
con	  otras	  proteínas	  pueden	  desempeñar	  un	  papel	  importante.	  El	  hecho	  de	  que	  otras	  
proteínas	   séricas	   relativamente	   abundantes	   no	   formaran	   aductos	   detectables	   en	  
nuestras	  condiciones	  experimentales	  parece	  indicar	  que	  existen	  factores	  diferentes	  
a	  la	  concentración	  de	  cada	  proteína	  en	  plasma	  que	  pueden	  determinar	  o	  influir	  en	  la	  
modificación	  de	  las	  mismas.	  	  
Es	   necesaria	   la	   caracterización	   de	   la	   modificación	   de	   estas	   3	   proteínas	  
identificadas	   (HSA,	   transferrina	   e	   Igs)	   ya	   que	   los	   trabajos	   realizados	   hasta	   el	  
momento	   sólo	   se	   centran	   en	   el	   estudio	   de	   la	   HSA.	   En	   los	   primeros	   trabajos	  
realizados	  por	  Yvon	  et	  al.	  para	  caracterizar	  la	  modificación	  de	  la	  HSA	  se	  identificaron	  
6	   sitios	  principales	  de	  unión	  del	   grupo	  peniciloil	   en	   la	  HSA,	  que	   fueron	   la	   Lys	  190,	  
VI.	  Discusión	  
203	  
195,	   199,	   432,	   541	   y	   545	   (Yvon	   y	  Wal,	   1988;	   Yvon	   et	   al.,	   1990).	   Recientemente,	  
usando	  aproximaciones	  proteómicas	  se	  han	  caracterizado	  la	  modificación	  de	  la	  HSA	  
por	   flucloxacilina	   (Jenkins	   et	   al.,	   2009),	   BP	   (Meng	   et	   al.,	   2011)	   y	   piperacilina	  
(Whitaker	  et	  al.,	  2011)	  y	  se	  ha	  comprobado	  mediante	  ensayos	  in	  vitro	  que	  el	  grado	  
de	  modificación	  de	  la	  HSA	  por	  estos	  fármacos	  es	  dependiente	  de	  la	  dosis	  de	  fármaco	  
empleada	  y	  del	   tiempo	  de	   incubación	  con	  el	  mismo.	  En	  estos	   trabajos	  sólo	  se	  han	  
identificado	  modificaciones	  en	  residuos	  de	  lisina	  de	  la	  HSA	  tanto	  en	  ensayos	  in	  vivo	  
como	  in	  vitro	  (Tabla	  24),	  y	  se	  ha	  observado	  que	  los	  fármacos	  tienen	  preferencia	  por	  
residuos	  concretos	  que	  se	  detectan	  para	  los	  tiempos	  de	  incubación	  más	  cortos	  y	  las	  
concentraciones	  de	   fármaco	  más	  bajas.	   En	  el	   caso	  de	   la	   flucloxacilina	   los	   residuos	  
más	  reactivos	  son	  la	  Lys	  190	  y	  212,	  para	  la	  BP	  es	  la	  Lys	  199	  y	  para	  la	  piperacilina	  la	  
Lys	   541.	   Curiosamente,	   en	   los	   ensayos	   in	   vivo	   los	   residuos	   modificados	   parecen	  
variar	  ampliamente	  entre	  diferentes	  sujetos,	  aunque	  en	  el	  caso	  de	   la	   flucloxacilina	  
siempre	   aparecen	   la	   Lys	   190,	   212	   y	   432	   junto	   con	  otros	   residuos	  que	   sí	   varían	  de	  
unos	  individuos	  a	  otros.	  	  
Residuo	  
Flucloxacilina	   Bencilpenicilina	   Piperacilina	  
In	  vitro	   In	  vivo	   In	  vitro	   In	  vivo	   In	  vitro	   In	  vivo	  
Lys	  4	   	   	   	   	   +	   	  
Lys	  12	   	   	   	   	   +	   	  
Lys	  20	   	   	   +	   +	   	   	  
Lys	  137	   	   +	   +	   +	   +	   	  
Lys	  159	   	   	   +	   +	   	   	  
Lys	  162	   +	   +	   	   	   +	   	  
Lys	  190	   ++	   +	   +	   +	   +	   +	  
Lys	  195	   +	   +	   +	   +	   +	   +	  
Lys	  199	   +	   +	   ++	   +	   +	   	  
Lys	  212	   ++	   +	   +	   +	   +	   	  
Lys	  351	   +	   +	   +	   +	   +	   	  
Lys	  372	   	   	   	   +	   	   	  
Lys	  432	   +	   +	   +	   +	   +	   +	  
Lys	  436	   	   	   	   +	   	   	  
Lys	  475	   	   	   	   	   	   	  
Lys	  525	   +	   +	   +	   +	   +	   	  
Lys	  541	   +	   +	   +	   +	   ++	   +	  
Lys	  545	   +	   	   +	   +	   +	   	  
Tabla	   24:	  Residuos	   de	   HSA	  modificados	   por	   flucloxacilina,	   BP	   y	   piperacilina.	   Los	  
residuos	   más	   reactivos	   identificados	   en	   los	   tiempos	   de	   incubación	   más	   cortos	   o	   en	   las	  
concentraciones	  de	  fármaco	  más	  baja	  se	  muestran	  como	  (++).	  Datos	  tomados	  de	  Jenkins	  et	  
al.,	  2009;	  Meng	  et	  al.,	  2011	  y	  Whitaker	  et	  al.,	  2011.	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En	   nuestras	   condiciones	   experimentales	   se	   detectaron	   mediante	  
espectrometría	   de	   masas	   de	   alta	   resolución	   interacciones	   covalentes	   y	   no	  
covalentes	   de	   HSA	   con	   AX.	   Las	   interacciones	   no	   covalentes	   se	   demostraron	   al	  
observar	   que	   el	   número	  de	  moléculas	   de	  AX	  unidas	   a	   la	  HSA	  disminuía	   al	   realizar	  
lavados	  sucesivos	  de	  las	  muestras	  con	  etanol:H2O	  hasta	  que	  se	  detectó	  un	  número	  
constante	   de	   modificaciones	   que	   correspondían	   con	   interacciones	   covalentes.	  
Nuestros	   datos	   indican	   que	   los	   aductos	   covalentes	   HSA-­‐AX	   se	   producen	   por	   la	  
formación	  de	  un	   enlace	   tipo	   amida	   entre	   los	   aminos	   primarios	   de	   los	   residuos	   de	  
lisina	  de	  la	  proteína	  y	  el	  grupo	  carboxílico	  del	  anillo	  BL	  de	  la	  AX,	  generando	  un	  grupo	  
AXO	   como	   producto	   principal	   del	   proceso	   de	   haptenización.	   Estas	   observaciones	  
coinciden	  con	  lo	  que	  se	  ha	  descrito	  para	  otras	  penicilinas	  (Montañez	  et	  al.,	  2011)	  y	  
también	   con	   los	   datos	   de	   la	   caracterización	   por	   RMN	   de	   los	   aductos	   AXO-­‐BA	  
(Montañez	   MI,	   comunicación	   personal).	   Todos	   los	   residuos	   modificados	   por	   AX	  
identificados	  en	  este	  trabajo	  eran	  lisinas,	  y	  esta	  observación	  estaba	  respaldada	  por	  
los	  resultados	  obtenidos	  en	  la	  modificación	  in	  vitro	  por	  AX	  de	  péptidos	  de	  HSA	  que	  
contenían	   residuos	   nucleofílicos	   de	   lisina,	   histidina	   o	   cisteína,	   según	   los	   cuales	   los	  
residuos	  de	  lisina	  eran	  los	  más	  reactivos	  frente	  a	  la	  AX	  y	  a	  través	  de	  los	  cuales	  la	  HSA	  
podría	   reaccionar	  covalentemente	  con	  el	  anillo	  BL	  del	   fármaco	   (Ariza	  et	  al.,	  2012).	  
Una	  posible	  explicación	  para	   la	  ausencia	  de	  aductos	  con	  otros	  residuos	  nucleófilos	  
como	   la	   serina,	   histidina	   y	   cisteína	   es	   que	   las	   interacciones	   con	   esos	   residuos	  
podrían	  ser	  demasiado	  lábiles	  para	  detectarse	  en	  las	  condiciones	  de	  nuestro	  ensayo	  
(Tsuji	  et	  al.,	  1975).	  	  
Hemos	  observado	  mediante	  ensayos	  de	  MALDI-­‐TOF	  MS	  que	   la	  modificación	  
de	   la	   HSA	   por	   AX	   es	   dependiente	   de	   la	   concentración	   de	   fármaco	   empleada,	  
detectando	  incrementos	  de	  masa	  de	  la	  HSA	  correspondientes	  a	  la	  incorporación	  de	  
1	  a	  5	  moléculas	  de	  AX	  al	  aumentar	  la	  relación	  molar	  HSA:AX	  desde	  1:9	  hasta	  1:180	  
en	  ensayos	  in	  vitro	  de	  16	  horas	  de	  incubación.	  	  
En	   los	   experimentos	   de	   LC-­‐ESI-­‐MS	   y	   LC-­‐ESI-­‐MS/MS	  para	   la	   identificación	   de	  
los	  residuos	  de	  HSA	  modificados	  por	  AX	  se	  alcanzó	  una	  cobertura	  de	  la	  secuencia	  de	  
la	  HSA	  del	  85-­‐90%,	   lo	  que	  permitió	  maximizar	  el	  número	  de	  sitios	  de	  modificación	  
detectados.	  Los	  principales	  sitios	  de	  unión	  de	  la	  AX	  a	  la	  HSA	  que	  se	  detectaron	  en	  los	  
aductos	  obtenidos	  en	   la	   relación	  molar	  HSA:AX	  más	  baja	  empleada	   (1:9)	   fueron	   la	  
Lys	  190,	  199	  y	  541,	  que	  coincidían	  con	  los	  residuos	  de	  mayor	  reactividad	  de	  la	  HSA	  
identificados	  para	  otros	  fármacos	  (Jenkins	  et	  al.,	  2009;	  Meng	  et	  al.,	  2011;	  Whitaker	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et	  al.,	  2011).	  Estudios	  de	  análisis	   computacional	  han	  demostrado	   la	   reactividad	  de	  
estos	   residuos	   de	   lisina,	   confirmando	   que	   el	  microambiente	   del	   entorno	   proteico	  
influye	  en	  la	  reactividad	  de	  los	  residuos	  y	  que	  aunque	  la	  accesibilidad	  del	  residuo	  es	  
relevante,	   no	   parece	   ser	   el	   único	   factor	   que	   determina	   su	   reactividad	   y	   podría	  
explicar	  la	  selectividad	  de	  los	  sitios	  de	  modificación	  (Ariza	  et	  al.,	  2012).	  Al	  aumentar	  
la	  relación	  molar	  HSA:AX	  hasta	  1:90	  se	  identificaron	  las	  Lys	  190,	  199,	  351,	  432,	  541	  y	  
545	   como	   sitios	   de	   modificación	   y	   hay	   que	   considerar	   la	   posibilidad	   de	   que	   en	  
futuros	  estudios	  de	  modificación	   in	  vivo	   se	  detecten	  otros	   residuos.	  Es	   importante	  
señalar	  que	   los	  residuos	   identificados	  no	  se	  concentraban	  en	  un	  dominio	  concreto	  
de	  la	  proteína,	  sino	  que	  además	  de	  identificar	  sitios	  de	  modificación	  localizados	  en	  
los	   subdominios	   IIA	   (sitio	   Sudlow	   I)	   y	   IIIA	   (sitio	   Sudlow	   II),	   	   que	   son	   bolsillos	  
hidrofóbicos	   de	   la	   HSA	   implicados	   en	   la	   interacción	   con	   ligandos	   endógenos	   y	  
fármacos	  (Sudlow	  et	  al.,	  1975;	  Fasano	  et	  al.	  2005;	  Beeler	  et	  al.,	  2006),	  también	  había	  
residuos	  situados	  en	  los	  subdominios	  IB,	  IIB	  y	  IIIB	  (Figura	  74).	  	  
Lys	  190
Lys	  199
Lys	  541
Lys	  351
Lys	  432
Lys	  545
Dominio	  IB
Dominio	  IIIA	  
(Sudlow´s site II)
Dominio	  IIIB
Dominio	  IIB
Dominio	  IIA	  
(Sudlow´s site I) 	  
Figura	  74:	  Modelo	  de	  HSA	  en	  el	  que	  se	  muestran	  los	  residuos	  de	  lisina	  modificados	  
por	  AX	  identificados	  mediante	  LC-­‐ESI-­‐MS/MS.	  Estructura	  tridimensional	  de	  la	  HSA	  con	  los	  
subdominios	   en	   diferentes	   colores	   (subdominio	   IA	   en	   azul;	   subdominio	   IB	   en	   turquesa;	  
subdominio	  IIA	  en	  verde	  oscuro;	  subdominio	  IIB	  en	  verde	  claro;	  subdominio	  IIIA	  en	  amarillo;	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subdominio	   IIIB	  en	  rojo).	  Las	  coordenadas	  atómicas	  se	  han	  tomado	  del	  código	  de	  entrada	  
1AO6	  (Sugio	  et	  al.,	  1999)	  de	  la	  base	  de	  datos	  de	  proteínas	  PDB.	  
Al	  analizar	  los	  sitios	  de	  modificación	  de	  la	  HSA	  a	  partir	  de	  aductos	  generados	  
in	   vitro	   incubando	   suero	   humano	   con	  AX	   y	   purificando	  posteriormente	   la	  HSA,	   se	  
identificaron	   las	   Lys	   190	   y	   432	   como	   los	   principales	   sitios	   de	   modificación	  
detectados	  a	  concentraciones	  bajas	  de	  AX.	  Las	  diferencias	  observadas	  con	  respecto	  
a	   la	  modificación	  de	  HSA	  purificada	  antes	  de	   su	  modificación	  por	  AX	  en	   la	  que	   se	  
identificaron	   como	   residuos	  más	   reactivos	   las	   Lys	   190,	   199	   y	   541	   sugieren	   que	   el	  
contexto	  fisiológico	  de	  la	  proteína	  puede	  influir	  en	  las	  características	  de	  los	  aductos	  
formados	  y	  que	  quizás	  en	  las	  pruebas	  diagnósticas	  para	  la	  detección	  de	  IgE	  anti-­‐AX	  
se	   deberían	   emplear	   aductos	   generados	   en	   unas	   condiciones	   experimentales	   que	  
simularan	  las	  condiciones	  fisiológicas.	  	  
En	  todos	  los	  individuos	  se	  generan	  aductos	  proteína-­‐BL	  tras	  la	  administración	  
del	  fármaco,	  pero	  hasta	  el	  momento	  no	  se	  conocen	  los	  factores	  que	  determinan	  que	  
sólo	  una	  minoría	   desarrolle	   reacciones	  de	  hipersensibilidad	   frente	   al	  mismo.	   Sería	  
interesante	   determinar	   si	   las	   alteraciones	   en	   la	   composición	   del	   suero	   que	   se	  
producen	   en	   situaciones	   fisiopatológicas	   podrían	   influir	   en	   la	   haptenización	   de	  
proteínas	  y	  en	  las	  características	  de	  los	  aductos	  generados.	  Se	  cree	  que	  las	  “señales	  
de	  peligro”	  juegan	  un	  papel	  importante	  en	  las	  reacciones	  alérgicas,	  como	  muestran	  
estudios	   en	   los	   que	   se	   ha	   observado	   que	   el	   sulfametoxazol	   forma	   aductos	   con	  
proteínas	   en	   las	   CPA	   y	   que	   la	   cantidad	   de	   aductos	   formados	   aumenta	   cuando	   las	  
células	   están	   expuestas	   a	   endotoxinas	   bacterianas,	   citoquinas	   o	   a	   diferentes	  
estímulos	   inflamatorios	   o	   inducidos	   por	   el	   estrés	   (Lavergne	   et	   al.,	   2009),	   lo	   que	  
subraya	   la	   importancia	   de	   los	   factores	   concomitantes	   en	   la	   haptenización	   de	  
proteínas.	   Se	   sabe	   que	   la	   HSA	   es	   la	   diana	   de	   lípidos	   reactivos	   generados	   en	  
situaciones	   de	   inflamación	   o	   de	   estrés	   oxidativo,	   entre	   los	   que	   se	   incluyen	   el	   4-­‐
hidroxi-­‐2-­‐nonenal	  y	  las	  prostaglandinas	  ciclopentenonas	  (Aldini	  et	  al.,	  2006;	  Aldini	  et	  
al.,	  2008;	  Yamaguchi	  et	  al.,	  2010),	  además	  se	  ha	  descrito	  que	   la	  HSA	  es	  sensible	  a	  
varias	   modificaciones	   oxidativas	   (Oettl	   y	   Stauber,	   2007)	   y	   que	   su	   modificación	  
oxidativa	  puede	  alterar	  drásticamente	  sus	  propiedades	  de	  unión	  a	  ligandos	  e	  incluso	  
su	  potencial	  inmunogénico	  y	  proinflamatorio	  (Kormoczi	  et	  al.,	  2001).	  En	  este	  trabajo	  
hemos	  observado	  que	  el	  pretratamiento	  de	  HSA	  y	  de	   suero	  humano	  en	  presencia	  
del	   agente	   oxidante	   GSSG	   aumenta	   el	   grado	   de	   modificación	   in	   vitro	   por	   AX	   de	  
proteínas	  séricas	  con	  respecto	  a	  controles	  sin	  tratar	  con	  GSSG,	  pudiéndose	  observar	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este	   incremento	   de	   la	   modificación	   por	   la	   AX	   en	   la	   transferrina,	   HSA	   y	   cadenas	  
pesadas	  y	  ligeras	  de	  las	  Igs,	  siendo	  la	  HSA	  la	  proteína	  sérica	  en	  la	  que	  se	  detectó	  un	  
mayor	   aumento.	   Según	  estas	  observaciones	   serían	  necesarios	  estudios	   adicionales	  
en	   los	  que	  se	   incluyeran	  otros	  agentes	  oxidantes	  y	  agentes	   reductores	  para	  poder	  
llegar	  a	  establecer	  las	  bases	  bioquímicas	  de	  estos	  efectos.	  	  
Además	  hay	  que	  considerar	  la	  posible	  participación	  de	  proteínas	  celulares	  en	  
los	  procesos	  de	  haptenización,	   ya	  que	  hay	  estudios	  en	   los	  que	   se	  ha	   comprobado	  
que	   derivados	   de	   la	   BP	   tienen	   capacidad	   de	   unirse	   a	   las	   membranas	   de	   los	  
macrófagos	   (Binderup	   y	   Arrigoni-­‐Martelli,	   1979;	   O´Donnell	   et	   al.,	   1991)	   y	   de	   los	  
monocitos	   (Watanabe	  et	  al.,	   1986;	  Watanabe	  et	  al.,	   1987).	   En	  el	   presente	   trabajo	  
empleamos	  una	   línea	  de	  celular	  de	  macrófagos	  de	  ratón	  como	  modelo	  para	  tratar	  
de	   identificar	   algunas	   proteínas	   celulares	   con	   capacidad	   de	   unirse	   a	   la	   AX,	   pero	   a	  
partir	   de	   nuestras	   condiciones	   experimentales	   no	   fuimos	   capaces	   de	   detectar	  
ninguna	   proteína	   modificada	   lo	   que	   puede	   ser	   debido	   a	   que	   se	   modificaron	  
proteínas	   que	   estaban	   en	   baja	   proporción	   con	   respecto	   al	   total	   de	   proteínas	  
presentes	  en	  los	  lisados	  celulares	  obtenidos	  a	  partir	  de	  los	  cultivos	  de	  macrófagos	  y	  
que	  no	  pudieron	  ser	  detectadas	  con	   las	  herramientas	  disponibles.	  El	  empleo	  de	   la	  
AX	   biotinilada	   en	   el	   tratamiento	   de	   esta	   línea	   celular	   de	   macrófagos	   permitió	   la	  
detección	  de	  varias	  proteínas	  modificadas	  pero	  son	  necesarios	  ensayos	  adicionales	  
para	  mejorar	  los	  parámetros	  de	  identificación	  de	  estas	  proteínas	  y	  para	  detectar	  un	  
mayor	   número	   de	   dianas,	   teniendo	   siempre	   presente	   que	   las	   posibles	   dianas	  
identificadas	   tras	  el	   tratamiento	  con	  AX	  biotinilada	  puede	  que	  no	  sean	   las	  mismas	  
que	  se	  modificarían	  en	  presencia	  de	  AX.	  
Este	   estudio	   sienta	   las	   bases	   para	   la	   detección	   y	   la	   identificación	   con	   alta	  
sensibilidad	   de	   aductos	   AX-­‐proteína	   sérica	   a	   través	   de	   métodos	   inmunológicos	   y	  
proteómicos.	   Estudios	   futuros	   permitirán	   la	   identificación	   de	   los	   sitios	   de	  
modificación	   de	   otras	   proteínas	   séricas	   así	   como	   la	   caracterización	   de	   la	  
modificación	   in	   vivo	   por	  AX,	   lo	   que	  nos	   permitiría	   ampliar	   la	   información	   sobre	   el	  
proceso	  de	  haptenización	  por	  fármacos	  y	  contribuiría	  al	  desarrollo	  de	  herramientas	  
diagnósticas	  y	  a	  la	  caracterización	  de	  los	  mecanismos	  patogénicos	  de	  las	  reacciones	  
alérgicas	  frente	  a	  la	  AX.	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1. El	   empleo	   del	   ácido	   amoxiciloico	   y	   de	   la	   dicetopiperacina,	   como	  
determinantes	  menores	  de	  la	  AX,	  en	  las	  pruebas	  cutáneas	  y	  en	  las	  pruebas	  
diagnósticas	  in	  vitro	  (RAST	  y	  TAB)	  no	  aumenta	  la	  sensibilidad	  de	  éstas	  en	  el	  
diagnóstico	  de	  las	  reacciones	  alérgicas	  inmediatas	  a	  la	  AX.	  
	  
2. Las	   reacciones	   alérgicas	   inmediatas	   selectivas	   a	   CLV	   representan	  
aproximadamente	   el	   30%	   de	   las	   reacciones	   alérgicas	   inmediatas	  
producidas	  por	  la	  combinación	  AX-­‐CLV	  en	  pacientes	  con	  pruebas	  cutáneas	  
positivas	  a	  algún	  determinante	  BL.	  
	  
3. La	  concentración	  óptima	  del	  CLV	  en	  las	  pruebas	  cutáneas	  es	  20	  mg/ml	  y	  su	  
empleo	  en	  estas	   pruebas	  permite	  diagnosticar	   al	   37,5%	  de	   los	   pacientes	  
alérgicos	  al	  CLV	  con	  pruebas	  cutáneas	  positivas	  que	  no	  habrían	  podido	  ser	  
diagnosticados	  utilizando	  la	  combinación	  AX-­‐CLV.	  	  
	  
4. El	   empleo	   del	   CLV	   en	   el	   TAB	   permite	   diagnosticar	   a	   pacientes	   alérgicos	  
selectivos	   al	   CLV	   con	   una	   sensibilidad	   del	   50%	   y	   una	   especificidad	   del	  
86,6%.	  
	  
5. La	  AX	  modifica	  selectivamente	  un	  conjunto	  de	  proteínas	  en	  suero	  humano	  
in	   vitro.	   Aunque	   las	   dianas	   mayoritarias	   parecen	   ser	   las	   mismas	   en	  
distintos	   individuos,	   nuestros	   resultados	   indican	   que	   las	   estructuras	  
antigénicas	  reconocidas	  por	  las	  IgE	  de	  pacientes	  alérgicos	  selectivos	  a	  AX	  y	  
pacientes	  con	  reactividad	  cruzada	  a	  penicilinas	  podrían	  ser	  diferentes.	  
	  
6. La	   transferrina,	   la	   HSA	   y	   las	   cadenas	   pesadas	   y	   ligeras	   de	   las	   Igs	   se	  
modifican	   in	   vitro	   por	   la	   AX.	   La	   concentración	   plasmática	   de	   estas	  
proteínas	   no	   determina	   su	   capacidad	   de	   haptenización	   ya	   que	   otras	  
proteínas	   plasmáticas	   mayoritarias	   como	   la	   apolipoproteína	   y	   la	  
haptoglobina	  no	  se	  modifican	  en	  las	  mismas	  condiciones.	  
	  
7. El	  grado	  de	  modificación	  de	  las	  proteínas	  séricas	  por	  AX	  es	  dependiente	  de	  
relación	   molar	   proteína:AX.	   Se	   ha	   podido	   detectar	   la	   incorporación	   de	  
hasta	  5	  moléculas	  de	  AX	  por	  cada	  molécula	  de	  HSA	  en	  aductos	  generados	  
con	  altas	  concentraciones	  del	  fármaco.	  
	  
8. La	  presencia	  de	  agentes	  oxidantes	  o	  de	  otras	  proteínas	  modula	  la	  unión	  de	  
la	  AX	  a	  la	  HSA.	  Esto	  indica	  que	  la	  modificación	  de	  las	  proteínas	  séricas	  por	  
AX	  podría	  sufrir	  cambios	  en	  función	  de	  alteraciones	  fisiológicas	  asociadas	  a	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procesos	   patológicos	   como	   variaciones	   en	   el	   estado	   redox	   y	   en	   la	  
composición	  plasmática.	  
	  
9. Se	  han	   identificado	   las	   Lys	   190,	   199	   y	   541	   como	   los	  principales	   sitios	   de	  
modificación	  in	  vitro	  de	  HSA	  purificada	  por	  AX	  y	  las	  Lys	  190	  y	  432	  como	  los	  
principales	  sitios	  de	  modificación	  in	  vitro	  de	  HSA	  presente	  en	  suero	  por	  AX,	  
estando	  todos	  estos	  residuos	  localizados	  en	  diferentes	  subdominios	  de	  la	  
proteína.	  	  
	  
10. Las	   proteínas	   celulares	   deben	   ser	   consideradas	   como	   posibles	   dianas	   en	  
los	  procesos	  de	  haptenización	  por	  AX.	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